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A hipertensão arterial (HA) é um dos maiores problemas de saúde pública em 
todo mundo pelo seu forte impacto na morbidade e mortalidade cardiovascular (CV). A 
HA pode causar lesões em órgãos alvo, como artérias, rins e sistema nervoso central.  
As principais formas de tratamento da HA incluem medidas não medicamentosas e o 
uso de fármacos anti-hipertensivos, a fim de reduzir a pressão arterial (PA) e prevenir 
desfechos CV e renais. Entre os fármacos anti-hipertensivos utilizados na regulação da 
PA estão os bloqueadores dos receptores da angiotensina II (BRA). A eficácia na 
redução da PA dessa classe medicamentosa está amplamente reconhecida pela 
literatura, contudo, sua eficiência na proteção de órgãos que podem ser afetados ainda é 
pouco explorada. O objetivo deste trabalho foi avaliar, a nível elementar, os efeitos dos 
BRAs, losartana e olmesartana, nas artérias, coronária e aorta, de ratos hipertensos. A 
técnica Fluorescência de raios X de baixa energia (LEXRF- Low Energy X-Ray 
Fluorescence) foi usada para obter mapas de distribuição elementar, permitindo análises 
semiquantitativas dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn em amostras de coronárias e 
aortas. Os resultados demonstram que, apesar dos agentes anti-hipertensivos utilizados 
pertencerem à mesma classe, as suas capacidades para inibir alterações químicas e 
estruturais nas artérias aortas e coronárias causadas pela hipertensão são diferentes. 
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Hypertension is one of the major public health problems worldwide due to its 
strong impact on cardiovascular (CV) morbidity and mortality. The hypertension can 
cause damage in target organs such as arteries, kidneys, and the central nervous system. 
The main forms of hypertension treatment include non-drug actions and also the use of 
antihypertensive drugs in order to reduce blood pressure (BP) and prevent CV and renal 
outcomes. Among the antihypertensive drugs used to regulate BP are the angiotensin II 
receptor blockers (ARBs). The efficacy in reducing BP of this drug class is widely 
recognized in the literature. However, its efficiency to protect organs that may be 
affected is still poorly explored. The aim of this work was evaluate, at an elemental 
level, the effects of the BRAs, losartan and olmesartan in the coronary and aortic 
arteries of hypertensive rats. The Low Energy X-Ray Fluorescence (LEXRF) technique 
was used to obtain elemental distribution maps, allowing semiquantitative analyzes of 
O, Na, Mg, Fe, Cu and Zn elements in coronary and aortic samples. The results 
demonstrate that despite the antihypertensive agents used belong the same class, their 
capacities to inhibit chemical and structural changes in coronary and aortic arteries 
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CAPÍTULO I  
 
1. INTRODUÇÃO 
A hipertensão arterial (HA) é um fator de risco para o desenvolvimento da 
doença coronária, acelera o processo de aterosclerose e pode ser um fator determinante 
para o surgimento prematuro de morbidade e mortalidade cardiovascular associado à 
doença coronária, insuficiência cardíaca congestiva, acidente vascular encefálico e 
doença renal terminal. Assim, é extremamente importante o conhecimento dos 
mecanismos fisiopatológicos da doença para o desenvolvimento de novas terapias e 
para um tratamento farmacológico mais eficiente (SANJULIANI, 2002).  
Evidências científicas mostram que pequenas reduções na pressão arterial (PA) 
têm grande impacto na redução da morbidade e da mortalidade cardiovascular. Segundo 
a Organização Mundial da Saúde (OMS), um em cada três adultos sofre de hipertensão 
arterial. 
Dados norte-americanos de 2016 revelaram que HA estava presente em 69% dos 
pacientes com primeiro episódio de infarto agudo do miocárdio, 77% de acidente 
vascular encefálico, 75% com insuficiência cardíaca e 60% com doença arterial 
periférica (MOZAFFARIAN et al., 2016). A HA é responsável por 45% das mortes 
cardíacas e 51% das mortes decorrentes de AVE (LIM et al., 2013). 
No Brasil, a HA atinge 32,5% (36 milhões) dos indivíduos adultos, mais de 60% 
dos idosos, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por doença 
cardiovascular (DCV). Junto com diabetes melito, as complicações causadas pela HA 
(cardíacas, renais e acidente vascular encefálico) tem impacto elevado na perda da 
produtividade do trabalho e da renda familiar (ABEGUNDE et al., 2007). Em 2013 
ocorreram 1.138.670 óbitos, 339.672 dos quais (29,8%) decorrentes de DCV, a 
principal causa de morte no país.  
Segundo estudo feito por Kearney e colaboradores (2005), até 2025 o número de 
hipertensos nos países em desenvolvimento, como o Brasil, deverá crescer 60%,  
A regulação da pressão arterial é uma das funções fisiológicas mais complexas 
do organismo, dependendo das ações integradas dos sistemas cardiovasculares, renal, 
neural e endócrino. A HA parece ter causa multifatorial para a sua gênese e 






mecanismos normais de controle da PA para procurar então, evidências de 
anormalidades que precedem a elevação da PA para níveis considerados patológicos 
(SANJULIANI, 2002). 
O tratamento da HA envolve uma abordagem multifatorial e visa à redução dos 
riscos cardiovasculares associados aos valores elevados da PA, o que diminui, assim, a 
morbidade e a mortalidade associada às doenças cardiovasculares (CAVALCANTE et 
al, 2007). 
A abordagem terapêutica da PA elevada inclui medidas não medicamentosas e 
estratégia farmacológica, a fim de reduzir a PA, proteger os órgãos-alvo e prevenir 
desfechos cardiovasculares e renais (MANCIA et al., 2013). Na estratégia não 
farmacológica enfatiza-se a mudança de estilo de vida com a aquisição de hábitos 
saudáveis, que visem à diminuição dos fatores de risco para as doenças 
cardiovasculares. Para o tratamento farmacológico utilizam-se os medicamentos anti-
hipertensivos. 
De acordo com a VII Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial, a escolha do 
medicamento, deve ser individualizada e recomenda-se que o medicamento seja seguro, 
bem tolerado, permita a administração em menor número possível de vezes diárias e 
seja iniciado com as menores doses efetivas preconizadas para cada situação clínica. 
Indica-se a monoterapia como estratégia anti-hipertensiva para pacientes com 
hipertensão arterial estágio 1, onde a pressão arterial sistólica (PAS) varia entre 140-
159mmHg e a pressão arterial diastólica (PAD) varia entre 90-99mmHg e que 
apresentem risco cardiovascular baixo a moderado, devendo a posologia ser ajustada até 
que se consiga valores da PA inferior ao limite estabelecido. A estratégia anti-
hipertensiva associada é indicada no estágio 1 para pacientes que apresentam risco 
cardiovascular alto a muito alto e naqueles nos estágios 2 e 3 (PAS 160-179mmHg; 
PAD 100-109mmHg e PAS ≥ 180; PAD ≥ 110, respectivamente). (MALACHIAS et al., 
2016). 
Existem dezenas de drogas diferentes aprovadas para o controle dos níveis de 
pressão arterial. Atualmente, três classes de anti-hipertensivos são consideradas de 
primeira linha por apresentarem boa resposta no controle da pressão arterial e baixa 
incidência de efeitos adversos graves: os diuréticos; as drogas que intervêm no sistema 






(IECA) e os bloqueadores dos receptores da angiotensina II e; os antagonistas dos 
canais de cálcio. 
Os antagonistas do receptor da angiotensina II, também conhecidos como 
bloqueadores dos receptores da angiotensina II (BRA), pertencem a uma classe de anti-
hipertensiva relativamente nova, mas com mecanismo de ação semelhante aos IECA. A 
entrada no mercado farmacêutico dos BRAs é relativamente recente. A losartana foi a 
primeira representante dessa classe de medicamentos (TIMMERMANS, 1999) que já 
possui atualmente vários outros representantes que apareceram no mercado 
farmacêutico há poucos anos. No Brasil os BRA comercializados são: candesartana, 
irbesartana, losartana, olmesartana, telmisartana e valsartana (RAMOS & CASALI, 
2012). 
O membro mais recente desta classe de medicamentos a ser aprovado pela Food 
and Drug Administration (FDA), olmesartan medoxomil, contém características únicas 
que podem explicar sua eficácia clínica (BROUSIL & BURKE, 2003). 
A HA acaba por danificar as paredes arteriais com o tempo, o que pode levar a 
uma série de complicações, como a aterosclerose que é o acumulo de depósitos ou de 
chapas de gordura nas paredes que alinham as artérias, calcificando-as e as deixando 
frágeis, o que restringe o fluxo de sangue, ou possibilita a formação de coágulos, 
facilitando ataques do coração, ou AVCs. 
CARVALHO et al (2001) mostraram que em decorrência da hipertensão arterial 
crônica, artérias de grande calibre geralmente apresentam hipertrofia da parede vascular 
com elevação da rigidez de componentes do meio extracelular, enquanto em artérias 
menores ocorre hipertrofia da camada média, através da proliferação de células 
endoteliais e musculares lisas. 
Os efeitos dos anti-hipertensivos na diminuição da pressão arterial já são 
amplamente reconhecidos pela literatura. Contudo, além da normalização da PA os 
medicamentos devem também ser capazes de prevenir ou minimizar os danos causados 
pela PA nas artérias. Por isso seu efeito protetivo para as artérias vem sendo cada vez 
mais estudados.  
Estudos demonstraram uma correção da disfunção endotelial e da estrutura 
arterial de pequenas artérias após o tratamento anti-hipertensivo utilizando a losartana 






os efeitos da olmesartana na remodelação vascular. Após um ano de tratamento 
verificou-se uma diminuição na razão parede/luz, os valores foram comparáveis a dados 
de paciente normotensos.  
Os sistemas biológicos são compostos por uma morfologia muito complexa e 
composição química altamente heterogênea dominada por elementos leves. Discriminar 
qualitativamente a nível sub micrométrico a distribuição dos elementos constitutivos, e 
correlacioná-los com a estrutura biológica sub celular, continua a ser um desafio 
(KAULICH et al., 2009). 
Kyrychenko et al. (2015) verificaram através de micrografia eletrônica a 
importância do controle de elementos químicos fundamentais para as mitocôndrias, 
como o Na, encontrados no núcleo das células do tecido cardíaco, os cardiomiócitos.  
Kolte et al. (2014) estudaram a importância do magnésio (Mg) para contração muscular, 
na função das células endoteliais, e na excitabilidade do miocárdio sendo, portanto, 
essencial para a etiopatogenia de várias doenças cardiovasculares. Šimůnek et al. (2005) 
mostraram a importância dos elementos cálcio, magnésio, potássio, selênio e ferro (Ca, 
Mg, K, Se e Fe) associados com doenças cardiovasculares. Entretanto, os benefícios do 
uso dos BRAs para a proteção ou regressão das doenças vasculares nunca foram 
estudadas a nível elementar. 
A fluorescência de raios-X (XRF) é uma técnica que se baseia na emissão 
característica de raios X, resultante da desexcitação dos átomos ionizados devido à 
absorção de energia. Como o processo de desexcitação envolve níveis discretos de 
energia dos elétrons nos átomos, a espectroscopia XRF é uma excelente ferramenta para 
análises elementares e químicas. 
A crescente demanda da ciência para melhorar a resolução espacial para a 
localização e especiação de elementos traço em sistemas heterogêneos foi atendida pela 
implantação de XRF em laboratórios de luz síncrotron, onde o alto brilho e alto fluxo da 
fonte de raios-X permitiram a obtenção de raios X com resolução óptica até faixas 
submicrométricas, preservando a alta sensibilidade química (JANSSENS et al., 2000). 
A microfluorescência de raios X por radiação síncrotron (SR-µXRF) é uma 
técnica microanalítica que permite o mapeamento dos elementos presentes na amostra. 
Entre as modalidades de imagem atualmente disponíveis a SR-µXRF é a única técnica 






seções de tecido, ao mesmo tempo em que oferece sensibilidade a elementos traço e 
resolução espacial submicrométrica (FAHRNI, 2007). 
Em geral, grande parte dessas configurações são adequadas para detectar raios X 
de fluorescência na faixa de keV, emitidos a partir de níveis eletrônicos K, L e M de 
elementos de médio e alto-Z. 
Um sistema de fluorescência de raios X de baixa energia (LEXRF) baseada em 
uma configuração de múltiplos detectores de Si (SDD – Silicon Drift Detectors) foi 
desenvolvido e implementado na estação europeia de microespectroscopia de raios X - 
TwinMic que opera no síncrotron italiano ELETTRA, em Trieste, Itália. A TwinMic 
trabalha com oito detectores SDDs com uma eletrônica de leitura especialmente 
adaptada que demonstrou excelente desempenho para análise elementar na faixa de 
energia de fótons 400-2200 eV, cobrindo os níveis K e L de elementos leves, a partir do 
Carbono (GIANONCELLI et al., 2009). 
A grande vantagem da LEXRF da TwinMic é a combinação de duas abordagens 
de microscopia de raios X em um único instrumento, a microscopia de varredura (SXM) 
e microscopia de transmissão (TXM) (GIANONCELLI et al., 2009). Isso permite a 
aquisição de mapas de composição elementar de materiais constituídos 
predominantemente de elementos leves e, simultaneamente, mapas de absorção e 
contraste de fase, fornecendo informações morfológicas complementares sobre o 
material, tudo isso em escalas submicrométricas. 
O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos adversos e/ou protetivos, a nível 
elementar e estrutural, de dois diferentes bloqueadores dos receptores da angiotensina 
II. 
Para melhor compreender estes efeitos, foram avaliadas as alterações 
morfológicas e elementares nas artérias (aorta e coronária) de ratos hipertensos e sadios. 
Foram analisados elementos de baixo número atômico nunca antes quantificados na 
literatura, como C, N, O, Na, Mg e Fe usando as duas técnicas de microscopia de raios 
X disponíveis da linha TwinMic. Para esse estudo foram utilizados ratos normotensos 
(Kyoto) e ratos hipertensos (SHR), que foram divididos em quatro diferentes grupos. O 
primeiro grupo foi constituído de ratos normotensos que não receberam medicamento. 






(SHR), ratos que foram tratados com losartana (SHR+L) e ratos que receberam doses 
diárias de olmesartana (SHR+O).  
No capítulo seguinte serão apresentadas as fundamentações teóricas nas quais os 
estudos realizados nesse trabalho foram baseados e justificados. No capítulo 
subsequente serão descritos os materiais e a metodologia utilizada. No capítulo IV serão 
apresentados e discutidos os resultados obtidos. E por fim, no capitulo V, serão expostas 












2. FUNDAMENTOS TEÓRICOS 
2.1. Sistema cardiovascular 
O sistema cardiovascular é compreendido por dois órgãos fundamentais para a 
manutenção da homeostase corpórea, coração e vasos sanguíneos.  
O coração se localiza na caixa torácica, entre os pulmões. Possui a função de 
bombear o sangue através dos vasos sanguíneos para todo o corpo. Suas paredes são 
constituídas por um músculo, o miocárdio, que é o responsável pelas contrações do 
coração. O miocárdio apresenta internamente quatro cavidades: duas superiores 
denominadas átrios (direito e esquerdo) e duas inferiores denominadas ventrículos 
(direito e esquerdo). Os ventrículos possuem paredes mais grossas que os átrios. 
Os átrios, direito e esquerdo, são bombas de reforço que funcionam como 
reservatórios de sangue e aumentam em até 25% a eficiência de contração ventricular 
(GUYTON, HALL, 2006). Os ventrículos, direito e esquerdo, por sua vez, funcionam 
em série, ejetando sangue em direção aos pulmões e à aorta, respectivamente, para ser 
distribuído a todos os órgãos periféricos. 
O coração possui dois tipos de movimentos: a sístole e a diástole. O movimento 
de sístole se refere à contração da musculatura cardíaca. Os átrios se contraem primeiro, 
pois tem a finalidade de impulsionar o sangue para os ventrículos. Posteriormente, 
ocorre a contração muscular dos ventrículos impulsionando o sangue que veio dos átrios 
para fora do coração (BERNE, LEVY, 1990). No momento da sístole, o sangue com é 
ejetado do coração com a força máxima, exercendo a pressão sobre as paredes das 
artérias. 
O movimento diástole se refere por sua vez ao relaxamento do músculo cardíaco 
de modo a diminuir a pressão interna do coração possibilitando que ele se encha 
novamente de sangue. Na diástole, assim que há o relaxamento ventricular, também há a 
contração atrial, para encher os ventrículos de sangue (BERNE, LEVY, 1990). Nesse 
momento a pressão exercida sobre as paredes das artérias é baixa. 
Os eventos cardíacos que ocorrem no início de cada batimento do coração, até o 
início do próximo batimento, são chamados de ciclo cardíaco. O ciclo cardíaco consiste 






Os vasos sanguíneos equivalem a um circuito fechado constituído por uma 
ampla rede de tubos. Existem três tipos de vasos sanguíneos, as artérias, as veias e 
os vasos capilares, que em conjunto formam a circulação sistêmica (NETO et al., 2004). 
As artérias são os vasos do sistema cardiovascular por onde passa o sangue que 
sai do coração, sendo transportado para as outras partes do corpo. A musculatura das 
artérias é espessa, formada de tecido muscular bastante elástico que permite que as 
paredes se contraiam e relaxem a cada batimento cardíaco. As artérias se ramificam pelo 
corpo e vão se tornando mais finas, constituindo as arteríolas, que por sua vez se 
ramificam ainda mais formando os capilares. 
As veias são vasos do sistema cardiovascular que transportam o sangue das 
diversas partes do corpo de volta para o coração. Sua parede é mais fina que a das 
artérias e, com isso, o transporte do sangue se torna mais lento. Assim, a pressão do 
sangue no interior das veias é baixa, o que dificulta o seu retorno ao coração. A 
existência de válvulas nesses vasos faz com que o sangue se desloque sempre em 
direção ao coração. 
Os vasos capilares são ramificações microscópicas de artérias e veias, que 
integram o sistema cardiovascular, formando uma rede de comunicação entre as artérias 
e as veias. Suas paredes são constituídas por uma camada finíssima de células que 
permitem a troca de substâncias (nutrientes, oxigênio, gás carbônico) do sangue para as 
células e vice-versa. 
As funções do sistema circulatório baseiam-se no transporte de oxigênio, 
hormônios e nutrientes aos tecidos e órgãos, remoção de produtos finais metabólicos, e 
manutenção do funcionamento adequado à sobrevida celular (homeostasia) através da 
circulação do sangue por todo o organismo (GOMES, 2005, SOUZA & ELIAS, 2006). 
Esse sistema divide-se em pequena e grande circulação. A pulmonar ou pequena 
circulação contém o sangue venoso, que após ser bombeado pelo ventrículo direito em 
direção às artérias pulmonares, sofre troca gasosa (hematose pulmonar) e passa a ser 
oxigenado (sangue arterial) (KLABUNDE, 2011). Este por sua vez, através da 
circulação sistêmica ou grande circulação, é distribuído a todas as células e tecidos do 
organismo, e inclusive ao próprio coração pelas artérias coronárias (BERNE & LEVY, 






Além de transportar os nutrientes e o oxigênio por todo o organismo, o sistema 
cardiovascular é responsável ainda por diversas outras funções, como o controle da 
pressão arterial, do fluxo sanguíneo e do débito cardíaco (GUYTON, HALL, 2006). 
O coração é um órgão dependente de todo sistema cardiovascular. Uma 
disfunção primária no coração pode induzir modificações reflexas nos vasos assim 
como alterações tanto funcionais quanto estruturais nos vasos, podem comprometer a 
funcionalidade cardíaca. Dessa forma, para compreender os mecanismos relacionados 
com a fisiopatogenia cardíaca, é importante levar em consideração a relação de todo o 




As artérias são os vasos sanguíneos que conduzem o sangue com grande pressão, 
uma vez que este deverá chegar a todas as partes do corpo levando oxigênio e nutrientes 
a todas às células. Ao contrário das veias, que conduzem o sangue desoxigenado de 
volta ao coração, as artérias levam o sangue rico em oxigênio para todo o corpo. Isto se 
dá através do sistema circulatório. (BERNE & LEVY, 1990, POWERS & HOWLEY, 
2000). 
As artérias são dutos membranosos, elásticos e com ramificações divergentes, 
encarregados de distribuir por todo o organismo o sangue bombeado a cada sístole pelas 










As artérias são formadas basicamente por tres camadas. A camada que está em 
contato direto com o fluxo sanguíneo é a túnica íntima, geralmente chamada de íntima. 
A íntima forra internamente e sem interrupções as artérias, inclusive capilares. Esta 
camada é composta principalmente de células endoteliais e tem como objetivo principal 
o auxílio da condutividade do sangue. Pode-se dizer que ela é quase desprezível nos 
adultos saldáveis, pois apresenta uma espessura muito pequena e baixa resistência 
mecânica. Logo abaixo desta camada encontra-se a túnica média. A túnica média, a 
camada intermediária, é composta por fibras musculares lisas e pequena quantidade de 
tecido conjuntivo elástico. Ela é a maior responsável pela resistência mecânica das 
artérias. A camada mais externa (mais distante do fluxo sanguíneo) é conhecida como 
túnica adventícia. Esta camada é composta de tecido conjuntivo, que tem como 
principal função a manutenção da forma e a proteção da camada média. Nesta túnica 
encontramos pequenos filetes nervosos e vasculares que são destinados à inervação e a 
irrigação das artérias. (BERNE & LEVY, 1990) 
Existem diversos tipos de artérias que se distinguem por suas características 
anatômicas e suas funções. Dentre elas estão: artérias de grande calibre, artérias de 
médio calibre, as arteríolas e os capilares. 
As artérias de grande calibre, de maior diâmetro, são artérias elásticas. A aorta e 
as artérias pulmonares são exemplos de artérias elásticas. Elas têm uma grande 
capacidade para se expandirem em cada batimento, quando o coração tem uma grande 
quantidade de sangue no seu interior, para de imediato regressar ao seu diâmetro 
original à medida que impulsionam a corrente sanguínea até à rede arterial. Graças a 
este mecanismo, o sangue que sai do coração com grande turbulência transforma-se 
num fluxo contínuo que chega a todo o organismo. 
As artérias de médio calibre são as artérias musculares. São vasos de diâmetro 
mediano, distribuídos por todo o organismo, e contam com uma grande proporção de 
fibras musculares dispostas de forma concêntrica. Quando estas fibras estão relaxadas, 
as artérias dilatam-se e, quando se contraem, o diâmetro arterial diminui. Graças a este 
mecanismo, controlado pelo sistema nervoso autónomo, o fluxo de sangue pode 
distribuir-se de várias maneiras às diversas regiões anatómicas, segundo as necessidades 






estão presentes, na túnica média, fibras elásticas, cuja presença aumenta de acordo com 
o calibre da artéria até que seja considerada uma artéria elástica e não mais muscular. 
As arteríolas são as artérias de menor diâmetro, são as ramificações finais da 
rede arterial, que imediatamente se transformam em capilares. Estas arteríolas têm ao 
nível do seu diâmetro uma parede proporcionalmente mais espessa, com uma túnica 
média muito desenvolvida e dotada de inúmeras fibras musculares. Elas possuem 
estrutura semelhante às artérias de médio calibre, mas geralmente as membranas 
limitantes elásticas, interna e externa, estão ausentes. A túnica adventícia nas arteríolas 
é pouco desenvolvida (BERNE & LEVY, 1990). 
Os capilares são a continuação das pequenas arteríolas. Têm um diâmetro muito 
reduzido, paredes muito delicadas, formadas por uma única camada de células, tão finas 
que permitem a troca de oxigénio, substâncias nutritivas e resíduos metabólicos entre o 




A aorta é a maior e a principal artéria do corpo humano. Ela inicia-se na parte 
superior do ventrículo esquerdo do coração e segue em direção à raiz do pulmão 
esquerdo. Depois ela passa através do diafragma até chegar ao abdômen e se divide, no 
nível da quarta vértebra lombar, nas artérias ilíacas. Anatomicamente, a artéria aorta 
está dividida em cinco secções: aorta ascendente, arco da aorta, aorta descendente, aorta 
torácica e aorta abdominal.  
Esta artéria é a principal responsável pelo transporte do sangue oxigenado a 
partir do ventrículo esquerdo do coração para o resto do corpo. Esta artéria divide-se em 
artérias menores, que distribuem o sangue oxigenado e os nutrientes a todas as células. 
Todas as artérias do organismo, com exceção da artéria pulmonar derivam da artéria 
aorta.  
A Figura 2 mostra um esquema da aorta torácica. Nele está representada a aorta 
ascendente (início da aorta, que sai do coração), o arco aórtico, e a aorta descendente. 
Na figura é possível ainda localizar as artérias que se ramificam da parte inicial da aorta, 








Figura 2 - Desenho esquemático da aorta torácica e seus ramos. 
(fonte -http://anatomiaonline.com/aorta/) 
 
A aorta é classificada como artéria elástica, por conter grande quantidade de 
fibras elásticas, em contraposição à maioria das artérias, chamadas musculares por 
terem fibras musculares lisas como seu mais abundante componente. As fibras elásticas, 
juntamente com a matriz extracelular que as circundam, são responsáveis pela 
integridade maior destas estruturas vasculares, permitindo que durante a sua distensão, 
devido à alta pressão com que o sangue sai do coração (sístole), ela possa retornar à sua 
posição inicial de relaxamento (diástole), sem sofrer danos em sua estrutura (ROBERT 




A funcionalidade normal do coração depende de um aporte de sangue adequado 
e das boas condições morfológicas das artérias que o irrigam. As artérias coronárias e 
seus ramos são os principais vasos responsáveis pela nutrição e suprimento sanguíneo 






Apesar de existirem variações anatômicas das artérias coronárias entre 
indivíduos, a descrição padronizada da origem anatômica coronária normal se dá a 
partir dos dois óstios que ficam na base da aorta. Inicialmente, as artérias coronárias, 
têm um percurso epicárdico, ou seja, sobre a superfície do coração, e posteriormente, 
assumem um percurso intramiocárdico, pois penetram no miocárdio (CESAR & 
FERREIRA, 2004). De cada óstio originam suas respectivas artérias coronárias, a 
direita e esquerda que são responsáveis pela vascularização do coração (Figura 3)  
 




Após originarem do seio aórtico, as artérias coronárias seguem seus trajetos, 
ramificam-se e distribuem-se pela superfície do miocárdio, irrigando-o.  
Essas artérias são as únicas que se enchem na fase diastólica do ciclo cardíaco e 
quaisquer malformações valvulares e anatômicas das artérias coronárias, alterações na 
integridade anatômica da valva aórtica, no diâmetro, posição e anatomia dos óstios 
coronarianos resultarão na redução do aporte sanguíneo coronário e consequentemente 








2.3. Hipertensão arterial 
A cada sístole do coração, um fluxo sanguíneo é lançado para dentro das 
artérias. A pressão que o sangue exerce sobre as paredes internas das artérias é chamada 
de pressão arterial.  
Alguns mecanismos estão envolvidos com o aumento da pressão arterial, como 
por exemplo, níveis elevados de colesterol, obesidade, diabetes, aumento da resistência 
vascular periférica e também fatores genéticos. Este estado é definido como hipertensão 
arterial sistêmica (MARTE & SANTOS, 2007). 
A hipertensão arterial sistêmica é conceituada como uma condição clínica 
multifatorial distinta por níveis elevados e sustentados de pressão arterial, podendo levar 
a complicações associadas às alterações funcionais e/ou estruturais em órgãos-alvo 
como rins, cérebro, olhos, coração e especialmente artérias, durante a sístole e diástole. 
Podendo assim, acarretar em um aumento do risco cardiovascular (WEBER et al., 
2014). 
Dados norte-americanos de 2015 revelaram que hipertensão arterial sistêmica 
estava presente em 69% dos pacientes com primeiro episódio de Infarto Agudo do 
Miocárdio, 77% de acidente vascular encefálico, 75% com insuficiência cardíaca e 60% 
com doença arterial periférica. A hipertensão arterial sistêmica é responsável ainda por 
45% das mortes cardíacas e 51% das mortes decorrentes de acidente vascular encefálico 
(MALACHIAS et al., 2016).  
No Brasil, hipertensão arterial sistêmica atinge 32,5% (36 milhões) de 
indivíduos adultos, mais de 60% dos idosos, contribuindo direta ou indiretamente para 
50% das mortes por doenças cardiovasculares (DCV).  Junto com Diabetes melito, suas 
complicações (cardíacas, renais e AVE) têm impacto elevado na perda da produtividade 
do trabalho e da renda familiar, estimada em US$ 4,18 bilhões entre 2006 e 2015 
(MALACHIAS et al., 2016).  
Em 2013 ocorreram 1.138.670 óbitos, 339.672 dos quais (29,8%) decorrentes de 
doença cardiovascular, a principal causa de morte no país. As taxas de mortalidade têm 
apresentado redução ao longo dos anos, com exceção das doenças hipertensivas, que 
aumentou entre 2002 e 2009 e mostrou tendência a redução desde 2010. As taxas de 
doenças hipertensivas no período oscilaram de 39/100.000 habitantes (2000) para 






habitantes (2000) para 92/100.000 habitantes (2013), e as doenças cerebrovasculares 
(DCbV) saíram de 137,7/100.000 habitantes (2000) para 89/100.000 habitantes (2013); 
também houve redução da IC congestiva, que variou de 47,7/100.000 habitantes (2000) 
para 24,3/100.000 habitantes (2013). As doenças cardiovasculares são ainda 
responsáveis por alta frequência de internações, com custos socioeconômicos elevados. 
Dados do Sistema de Informações Hospitalares do Sistema Único de Saúde (SUS) 
apontam significativa redução da tendência de internação por hipertensão arterial, de 
98,1/100.000 habitantes em 2000 para 44,2/100.000 habitantes em 2013 (MALACHIAS 
et al., 2016).  
A avaliação inicial de um paciente com hipertensão arterial sistêmica inclui a 
confirmação do diagnóstico, a suspeição e a identificação de causa secundária, além da 
avaliação do risco CV. As lesões de órgão-alvo e doenças associadas também devem ser 
investigadas. Fazem parte dessa avaliação a medição da PA no consultório e/ou fora 
dele, utilizando-se técnica adequada e equipamentos validados, história médica (pessoal 
e familiar), exame físico e investigação clínica e laboratorial. 
Os pontos de corte para determinar indivíduos com hipertensão arterial 
sistêmica, em geral, são ditados pelo report “The joint national committee on 
prevention, detection, evaluation, and treatment of high blood pressure” e pela 
Organização Mundial de Saúde (OMS). Em 2003, foi publicado o JNC 7 report  com 
uma nova proposta de classificação, tendo em vista estudos demonstrando que as 
pessoas com pressão sistólica entre 130 e 139 mmHg ou pressão diastólica entre 80 e 89 
apresentam maior risco de desenvolver doenças cardiovasculares, sendo classificadas 
como pré-hipertensas. (CHOBANIAN, et al., 2003) 
 
Tabela 1 - Classificação da hipertensão arterial sistêmica segundo JNC 7 report.  
Categorias  Pressão sistólica (mm Hg) Pressão diastólica (mm Hg) 
- Normal   < 120 e < 80 
- Pré-hipertensão  120 a 139  ou 80 a 89 
- Hipertensão: estágio 1  140 a 159 ou 90 a 99 






Dentre as complicações associadas à hipertensão, merecem destaque o acidente 
vascular cerebral (AVC) e o infarto agudo do miocárdio (IAM), as duas maiores causas 
isoladas de mortes no país (MALACHIAS et al., 2016). Segundo estudo realizado por 
He e MacGregor (2003), no Reino Unido, 125.600 casos de AVC não fatais ou doença 
cardíaca isquêmica poderiam ter sido evitados se os hipertensos reduzissem sua pressão 
sistólica para 140 mm Hg.  
Quanto maior for pressão arterial, mais o coração esforça-se para bombear o 
sangue para a artéria principal, a aorta.  O músculo cardíaco adapta-se a esse estresse 
crescente e engrossa com o passar do tempo, criando uma hipertrofia do músculo 
cardíaco, dificultando seu funcionamento em comparação a pessoas com pressão arterial 
normal, o risco de ter um ataque cardíaco aumenta três ou quatro vezes para os 
pacientes com pressão alta. 
A pressão alta, com o tempo, danifica as paredes arteriais, o que pode levar a 
uma série de complicações, como a aterosclerose, que é o acumulo de depósitos ou de 
chapas de gordura nas paredes que alinham as artérias, calcificando-as e as deixando 
frágeis. Este dano nas paredes arteriais pode restringir o fluxo de sangue ou possibilitar 
a formação de coágulos, facilitando ataques do coração, ou AVCs. 
Outro órgão que pode ser afetado é o rim quando há problemas nas veias 
menores (como as dos rins) que representam parte do seu sistema de filtração. 
 
 
2.4. Sistema renina-angiotesina 
As pesquisas sobre as ações do sistema renina-angiotensina (SRA) trazem 
sólidas informações sobre como esse sistema é capaz de contribuir na homeostase 
hidroeletrolítica, no controle da pressão arterial, na regulação de processos metabólicos, 
na modulação do crescimento e da proliferação celular de vários tecidos. Com isso, a 
hiperatividade do SRA tem sido relacionada cada vez mais à gênese de várias doenças 
como a hipertensão arterial, o infarto agudo do miocárdio, a insuficiência cardíaca 
congestiva, as arritmias cardíacas, o diabetes mellitus, a insuficiência renal crônica e o 
acidente vascular encefálico (FYHRQUIST & SAIJONMAA, 2008). 
O SRA é um sistema fisiológico de enzimas e peptídeos que se inter-relacionam 






Esse sistema é iniciado através do angiotensinogênio, uma glicoproteína formada por 14 
aminoácidos, sintetizada principalmente pelo fígado e também produzida pelo tecido 
adiposo, sistema nervoso central e rins. O angiotensinogênio sofre diversas clivagens e 
conduz a formação de diferentes peptídeos como a ANG I, ANG II, ANG III, ANG IV e 
ANG 1-7. Cada um desses peptídeos, exceto a ANG I, que é um peptídeo inativo, atua 
em receptores específicos como AT1 e AT2 (ANG II), Mas (ANG 1-7), AT4 (ANG 
IV). Estes receptores são expressos em tecidos como rins, fígado, coração, tecido 
muscular e pâncreas, e quando se ligam aos seus peptídeos específicos desenvolvem 




Figura 4 –  Esquema do eixo clássico de ativação do sistema renina-angiotensina 
 
A figura 4 mostra o esquema do eixo clássico de ativação do SRA. A cascata do 
SRA é desencadeada a partir da enzima renina que age sobre o substrato 
angiotensinogênio circulante, formando a Angiotensina I (Ang I). A enzima conversora 
de angiotensina (ECA) realiza a conversão de Angiotensina I em Angiotensina II (Ang 






fundamental do sistema em questão, atua através de seus receptores específicos, 
receptor AT1 (AT1R) e receptor AT2 (AT2R). Ao se ligar aos seus receptores, a Ang II 
exerce diversos efeitos fisiológicos em diferentes tecidos, como no rim, no córtex 
adrenal, no músculo liso, vascular e cerebral (KLOET et al., 2010). 
Ao se ligar ao receptor AT1, a ANG II apresenta efeitos como vasoconstrição, 
aumento da sede, síntese de aldosterona, reabsorção de sódio, aumento da liberação de 
noradrenalina reforçando os efeitos simpáticos, hipertrofia e fibrose. Enquanto que os 
receptores AT2 são predominantemente encontrados durante a vida fetal e nos adultos 
são menos expressos. Suas funções são opostas aos dos receptores AT1, estimulam a 
vasodilatação, natriurese (aumento da excreção urinária de sódio), além de ações anti-
inflamatórias e antifibróticas, através da ativação da proteína tirosina fosfatase e 
produção de óxido nítrico (HIGUCHI et al., 2007). 
Entre os importantes efeitos de ANG II, a partir do receptor AT1, pode-se citar o 
aumento na liberação do hormônio mineralocorticóide, aldosterona. Este é produzido, 
principalmente em resposta a ANG II na zona glomerulosa do córtex da adrenal. Por sua 
atividade mineralocorticóide, aumenta a reabsorção de sódio no néfron distal, e 
fisiologicamente, mantêm o equilíbrio dos níveis de sódio, via ativação do canal de 
sódio endotelial e Na+/K+- ATPase. Quando a aldosterona é sintetizada em excesso 
pode interferir negativamente na reabsorção de sódio. Os efeitos dessa reabsorção de 
sódio no rim, coração e vasos sanguíneos podem desencadear patologias como a 
hipertensão arterial e arteriosclerose (ZHOU et al., 2012). 
 
2.5. Anti-hipertensivos 
O objetivo primordial do tratamento da hipertensão arterial é a redução da 
morbidade e da mortalidade cardiovasculares (KANNEL, 1996; WEBER et al., 2014; 
THOMOPOULOS et al., 2015). Assim, os anti-hipertensivos devem não só reduzir a 
pressão arterial, mas também os eventos cardiovasculares fatais e não fatais. 
Durante as últimas cinco décadas, a pesquisa farmacológica produziu novas 
classes de drogas para tratar a hipertensão e a partir dos anos 70 e 80 os anti-
hipertensivos tornaram-se uma ferramenta importante no tratamento da pressão arterial 






Os medicamentos anti-hipertensivos utilizados no tratamento farmacológico da 
hipertensão arterial são prescritos isoladamente (monoterapia) ou em uso associado. Os 
anti-hipertensivos são classificados em Diuréticos, Inibidores adrenérgicos (Ação 
central – agonistas alfa-2 centrais, Betabloqueadores – bloqueadores beta-adrenérgicos, 
Alfabloqueadores – bloqueadores alfa-1 adrenérgicos); Vasodilatadores diretos; 
Bloqueadores dos canais de cálcio; Inibidores da enzima conversora da angiotensina; 
Bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina II e Inibidor direto da renina 
(MALACHIAS et al., 2016). 
Os diuréticos, que foram desenvolvidos nos anos 60, estão relacionados com o 
aumento da diurese (excreção de água) e natriurese (excreção de sódio). Os beta-
bloqueadores foram desenvolvidos nos anos 70 e sua ação anti-hipertensiva não está 
totalmente estabelecida, mas pode decorrer basicamente do fato de que reduzem a 
liberação de renina e diminuem o débito cardíaco, diminuindo assim o volume 
sanguíneo. Os bloqueadores de canal de cálcio foram desenvolvidos nos anos 70 e 80 e 
inibem o influxo de cálcio na célula muscular lisa, acarretando a vasodilatação. 
Os inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) foram 
desenvolvidos nos anos 80. Os inibidores da ECA têm como uma de suas principais 
ações a de inibir a conversão da Ang I em Ang II. Desta forma, a ação essencialmente 
vasoconstritora da Ang II é minimizada. 
Os bloqueadores do receptor de angiotensina II (BRA) são agentes anti-
hipertensivos orais, cujo mecanismo de ação básico é o de antagonizar especificamente 
o receptor AT1, deixando livre o receptor AT2. Essa classe de anti-hipertensivos, 
desenvolvida nos anos 90, apresenta como mecanismo de ação a inibição da ligação da 
Ang II aos receptores AT1, impedindo assim a vasoconstrição das arteríolas (PAULA et 
al., 2005).  
Os BRAs são uma classe de drogas amplamente utilizada para o tratamento de 
hipertensão, insuficiência cardíaca, nefropatia diabética, e, mais recentemente, para a 
redução do risco cardiovascular. Alguns estudos experimentais implicam o sistema 
renina-angiotensina, particularmente a angiotensina II e seus receptores tipo 1, na 
regulação da proliferação celular, angiogênese, e a progressão do tumor. Desse modo, o 
uso dos BRAs tem sido considerado também como potencial agente anticâncer (SIPAHI 






Assim como a classe dos IECA, os BRA também vão agir 
farmacodinamicamente impedindo a ação da Angiotensina II. Porém, como farão isso 
por outra via, manterão intacta a enzima responsável pela conversão da Angiotensina I 
em Angiotensina II. Esta enzima é a responsável pelo processo fisiológico natural de 
degradação da bradicinina. Inibindo-a como ocorre com os IECA haverá acúmulo de 
bradicinina gerando efeitos colaterais como, por exemplo, a característica tosse seca, 
presente em 30% dos tratamentos com IECA. Contudo, o acúmulo de bradicinina não 
acontece normalmente em um tratamento com fármacos da classe dos BRA. 
Para a realização deste trabalho foram utilizados dois representantes da classe de 
farmacos anti-hipertensivos bloqueadores dos receptores de angiotensina II, a losartana 
e a olmesartana. 
O fármaco losartana, fórmula molecular C22H22C1KN6O, foi o primeiro farmaco 
da classe dos BRA a ser desenvolvido. Foi originalmente sintetizado como um 
composto anti-hipertensivo, mas atualmente também é usado em tratamentos de 
problemas cardiovasculares e diabetes (WU et al., 1993; RAGHAVAN et al., 1993). 
Atualmente é o BRA mais utilizado devido ao seu baixo custo. 
A olmesartana medoxomila, fórmula molecular C29H30N6O6, é o fármaco mais 
novo da classe BRAs. Os BRAs compartilham elementos estruturais semelhantes que 
são necessários para o antagonismo efetivo do receptor AT1. No entanto, o olmesartan 
medoxomil possui características estereoelectrônicas únicas que o distinguem de outros 
membros da classe. 
Estudos comparando diversos anti-hipertensivos, incluindo a losartana e a 
olmesartana, mostraram que embora a eficácia anti-hipertensiva dos BRAs seja 
semelhante, há hoje evidências de que a olmesartana apresente maior potência na 
diminuição da pressão arterial (RIBEIRO & FLORÊNCIO, 2007). O trabalho de Mire e 
colaboradores (2005) apontam características típicas da olmesartana que possivelmente 
explicam essa vantagem farmacológica. Uma delas é que esta aumenta a expressão da 
ECA2 que converte a Ang II em Ang I, que possui ação vasodilatadora. Uma 
característica dos BRA é que a queda pressórica obtida praticamente permanece a 
mesma com o aumento da dose. Trata-se de uma curva dose-resposta “rasa”. Já com a 
olmesartana, a curva tem uma inclinação maior. Estudos realizados com a molécula da 






ao receptor é não competitiva e, portanto, não pode ser sobrepujada pela Ang II mesmo 
que esta esteja em grandes concentrações, ocorrendo, desse modo, uma saída mais lenta 
do receptor. 
A olmesartana também representou melhor escolha de tratamento em pesquisa 
realizada por Swindle et al. (2011). Em seu estudo de coorte o pesquisador acompanhou 
por um tempo médio de 2,5 anos aproximadamente 184.000 indivíduos, que divididos 
em grupos utilizaram losartana, valsartana, irbesartana e olmesartana. O tratamento com 
olmesartana foi associado com menores riscos de eventos cardíacos e menor utilização 
de recursos de saúde e custos em relação aos outros medicamentos. 
 
 
2.6. Modelo animal para hipertensão arterial 
Em 1963, Okamoto e Aoki introduziram um novo modelo experimental de 
hipertensão, sem que nenhum recurso fisiológico, farmacológico ou cirúrgico fosse 
necessário (OKAMOTO & AOKI, 1963). Os autores examinaram centenas de ratos de 
uma colonia Wistar do centro de animais na universidade de Kyoto. A média das 
pressões sanguíneas nestes animais ficou entre 120-140 mm Hg e foram medidas por 
um pletismografo de calda. As pressões foram medidas com os animais não 
anestesiados. Foram feitos quatro acasalamentos entre um macho que apresentou uma 
pressão de 145-175 mm Hg e uma femêa com pressão entre 130-140 mm Hg. Entre os 
descendentes (16 machos e 20 femêas) 12 machos e 6 femêas, mantidos com uma 
alimentação normal, com idade de 20 semanas demonstraram uma pressão elevada (por 
volta de 150 mm Hg). Com 30 semanas de idade, 14 machos e 11 femêas apresentaram 
essa elevação de pressão. Os descendentes que exibiram hipertensão por mais de um 
mês foram usados para um acasalamento entre irmãos. As sucessivas gerações de 
animais hipertensos foram obitidas por acasalamento entre irmãos de animais 
selecionados que apresentavam alta pressão arterial. Esse processo foi continuado até 
que a toda colonia de ratos produzida apresentasse pressões maiores que 180 mm Hg 
com 20 semanas de idade (UDENFRIEND et al., 1976)  
Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) foram desenvolvidos por esta 
reprodução genética meticulosa, entre irmãos e irmãs, que resultou em animais 






(OKAMOTO et al., 1966). Desde então, o SHR é reconhecido como um excelente 
modelo de hipertensão experimental e pode servir como modelo de estudos clínicos da 
hipertensão essencial humana. 
O primeiro modelo de hipertensão espontânea no rato a ser desenvolvido não foi 
o rato espontaneamente hipertenso (SHR), mas sim o modelo GH originado de uma 
linhagem de ratos da Nova Zelândia10. Entretanto, desde o desenvolvimento do SHR 
(OKAMOTO & AOKI, 1963), esta linhagem, se não é o modelo mais estudado na 
literatura pertinente, certamente está entre os mais estudados. A sua importância tem 
sido creditada à similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensão essencial 
(primária) do homem.  
A semelhança entre a hipertensão humana e a observada no SHR, inclui: a) a 
predisposição genética para hipertensão sem etiologia específica, b) o aumento da 
resistência periférica total sem expansão de volume e, c) igual resposta a tratamentos 
com drogas (TRIPPODO & FROHLICH, 1981). Por apresentar um relativo curto 
período de vida, ser pequeno, ter relativamente baixo custo, e ser de fácil manutenção 
em biotérios, os SHR são utilizados para estudo da história natural, determinantes 
genéticos e alterações fisiopatológicas da doença hipertensiva essencial. 
Os SHRs começam a desenvolver hipertensão arterial com 5 semanas de vida, já 
apresentando um nível de pressão considerado como hipertensão espontânea entre a 7a e 
a 15a semanas, atingindo um platô entre a 20ª e 28ª semanas, não havendo influência 
sexual nesse desenvolvimento (YAMORI, 1984). Entretanto, fatores ambientais, tais 
como ingestão exagerada de sódio, estresse, alterações sociais e alterações do ciclo 
claro/escuro, afetam o desenvolvimento da hipertensão. 
Com o desenvolvimento da hipertensão arterial, o SHR desenvolve uma 
progressiva hipertrofia cardíaca (THOMAS et al., 1997). O débito cardíaco permanece 
em níveis normais com o progresso da hipertensão, até que nos estágios finais a função 
cardíaca começa a ser comprometido, quando então, o débito cardíaco começa a 
reduzir-se em função de uma insuficiência cardíaca congestiva (FROHLICH, 1977).  
Com relação à freqüência cardíaca, esta se encontra mais elevada que nos ratos 
WKY já na 3ª semana de vida e se correlaciona, positivamente, com os níveis de 






considerada como resultado de um aumento na freqüência intrínseca do marcapasso 
cardíaco.  
Trippodo e Frohlich (1981) ressaltaram que, embora o SHR seja um excelente 
modelo da hipertensão essencial humana, há as seguintes ressalvas: 1) reconhecimento 
da improbabilidade de que ambas as formas de hipertensªo espontânea (rato e o homem) 
sejam expressões idênticas de uma doença hipertensora determinada geneticamente; 2) 
ambas têm origem poligênica e são influenciadas por fatores ambientais; 3) sendo o 
controle cardiocirculatório multifatorial, certos mecanismos pressores não se expressam, 
necessariamente, em ambas as situações; 4) o conceito fisiológico de que o 
desequilíbrio de um mecanismo regulatório implica na expressão de outro mecanismo, 
isto implica que alterações secundárias, por exemplo, adaptativas, devam ocorrer nos 
dois modelos. 
Independentemente da controvérsia quanto à similaridade, ou não, entre o SHR e 
a hipertensão essencial do homem, este modelo tem se revelado bastante útil para 
melhor compreensão de mecanismos fisiopatológicos, quer do próprio modelo em si, 
quer da hipertensão essencial do homem. Embora a hipertensão dos SHR seja de 
desenvolvimento espontâneo, fatores ambientais tais como, ingestão exagerada de 
sódio, estresse, alterações sociais, e alterações do ciclo claro/escuro afetam esse 
desenvolvimento. 
 
 Controle experimental para SHR - Wistar-Kyoto 2.6.1.
Umas das decisões mais importantes ao planejar um experimento é a escolha do 
controle já que a base da técnica experimental nas ciências biomédicas é comparativa. 
Ou seja, para o entendimento de um fenômeno biológico decorrente de um experimento 
é necessário comparar os efeitos do procedimento experimental em um grupo de 
animais que são presumidamente idênticos aos animais testados que não sejam 
submetidos a esses procedimentos.  
O principal motivo de se usar o rato SHR é a determinação de patogêneses 
decorrentes da elevada pressão sanguínea, isto é, determinar causas e efeitos 
relacionados à hipertensão. Desde que a linhagem SHR representa uma única entidade 






idênticas, exceto pelo único gene responsável pela elevação da pressão sanguínea. 
Como isso não seria possível, uma melhor aproximação se dá com o uso da linhagem 
Wistar-Kyoto (WKY), a base normotensa da qual a linhagem SHR foi derivada. 
(UDENFRIEND et al., 1976) 
 
 
2.7. Os elementos e a saúde cardiovascular 
Os estudos sobre a distribuição de elementos em tecidos biológicos são de 
grande importância no estudo de doenças, já que o desbalanceamento químico pode 
alterar algumas funções biológicas. Está bem estabelecido pela literatura que alguns 
elementos são protagonistas em vários processos biológicos, principalmente através de 
suas ações como ativadores ou inibidores de reações enzimáticas, competindo com 
outros elementos e proteínas para locais de ligação, influenciando a permeabilidade das 
membranas celulares, ou através de outros mecanismos. (FRAGA, 2005) Sendo assim, 
pode-se supor que minerais como Na, Mg, Fe, Cu e Zn exercem uma ação, direta ou 
indiretamente, também nas células cardíacas, nas paredes dos vasos sanguíneos, nos 
centros reguladores da pressão sanguínea ou em outros sistemas relacionados à função 
cardiovascular. 
Em vários estudos, foi identificada relação direta entre as mudanças no conteúdo 
de tecidos e a gravidade, duração ou incidência de uma determinada doença. Embora 
tais mudanças possam ser secundárias à degeneração e não uma prova de uma relação 
de causa e efeito real, elas podem fornecer pistas sobre o papel desempenhado pelos 
elementos na patogênese de uma dada doença, ou ainda, ter um valor preditivo. 
Em humanos e outros mamíferos, 23 elementos são conhecidos por suas 
atividades fisiológicas. Os metais de transição Fe, Cu, Zn, entre outros, pertencem à 
categoria de micronutrientes, que são essenciais, porém estão presentes em quantidades 
muito limitadas no corpo humano (geralmente inferiores a 100 mg / dia). Em oposição 
estão os elementos considerados macronutrientes, como o Na, Ca, Mg, K, etc., que são 
exigidos em quantidades maiores pelo organismo (FRAGA, 2005).  
Os níveis de oxigênio intracelular devem satisfazer as condições cinéticas e 
termodinâmicas para a fosforilação oxidativa. O oxigênio é fornecido pela difusão 






et al., 1995). A falta de oxigênio leva a consequências fisiológicas e patológicas de 
hipoxia variando de comprometimento de funções aeróbicas até lesão isquêmica e morte 
celular. 
O perfeito funcionamento do coração depende da contração dos cardiomiócitos, 
que por sua vez depende diretamente de sódio. Graves danos para o coração tais como 
enfarte do miocárdio e isquemia, têm sido associados a apoptose de cardiomiócitos. A 
isquemia do miocárdio altera o metabolismo celular para a respiração anaeróbica, o que 
resulta em sobrecarga de cálcio intracelular (HONG et al., 2015). O íon de sódio 
também pode atuar em artérias grandes hipertensas através de uma modificação de sua 
função de condução (e subsequente alteração do fluxo sanguíneo) ou de uma 
modificação de sua função de amortecimento. O Na atua sobre a rigidez das artérias 
grandes e, portanto, sobre a estrutura e função arterial. (SAFAR et al., 2010) 
A deficiência de Mg é considerada outro fator de risco para o desenvolvimento 
de doenças cardiovasculares. A suplementação de Mg atrasa o início da aterosclerose e 
também dificulta seu desenvolvimento. O magnésio intensifica a saída de Ca das 
células, ativando enzimas importantes que participam de processos metabólicos e de 
fosforilação, competindo com Ca em muitas de suas funções. A relação entre 
deficiência de Mg e hipertensão arterial ainda não foi totalmente estabelecida. Contudo, 
pelo menos dois tipos de hipertensão - flutuante e por excesso de Ca e renina - podem 
estar relacionados à deficiência de Mg. (TUBEK, 2006) 
O Fe é um elemento essencial para quase todos os organismos vivos, pois 
participa de uma grande variedade de processos metabólicos, incluindo transporte de 
oxigênio, síntese de ácido desoxirribonucleico (DNA) e transporte de elétrons. No 
entanto, como o Fe participa do processo biológico de oxidação e pode formar radicais 
livres, a sua concentração nos tecidos do corpo deve ser rigorosamente regulada, pois 
em quantidades excessivas pode causar a danos nos tecidos. Os distúrbios do 
metabolismo do ferro estão entre as doenças mais comuns dos seres humanos e 
abrangem um amplo espectro de doenças com diversas manifestações clínicas, desde 
anemia até sobrecarga de Fe e, possivelmente, doenças neurodegenerativas. A 
deficiência de Fe está associada a alterações dos mecanismos de imunidade e também 






Os elementos Mg, Cu e Fe, analisados neste trabalho, são considerados 
essenciais e exercem papeis importantes na redução do risco de doença cardiovascular. 
Estudos mostram, entretanto, que o Zn tem um duplo papel quando se trata de doenças 
cardiovasculares, ao serem associados a efeitos benéficos ou maléficos, dependendo de 
vários fatores. (TUBEK, 2006) 
Zn desempenha uma função na regulação da pressão arterial e faz parte da 
etipatogênese da hipertensão arterial. Ele pode dar origem à acumulação intracelular de 
íons Ca2+, resultando em hipertensão, mas sua deficiência pode reduzir a vasodilatação. 
Além disso, a deficiência de Zn resulta na diminuição da atividade da enzima 
conversora de angiotensina I, que precisa de Zn em seu centro ativo. Zn também é 
considerado um bloqueador de canal Ca. Vários estudos experimentais mostraram a 
atividade hipotensiva e protetora de Zn contra o desenvolvimento da hipertensão. 
Entretanto, outros trabalhos revelam uma correlação negativa entre a concentração de 
Zn no soro sanguíneo e a hipertensão arterial. (TUBEK, 2006) 
O Cu é necessário para a formação de glóbulos vermelhos e mantém os vasos 
sanguíneos, os nervos, o sistema imunológico e os ossos saudáveis. O Cu é associado a 
várias enzimas intra e extracelulares que estão envolvidas em importantes processos 
metabólicos, incluindo: a biossíntese de catecolaminas, o transporte de Fe, síntese de 
tecido conjuntivo e ainda possui importante papel antioxidante. (FERNS et al., 1997) 
O Zn e o Cu no corpo possuem algumas funções fisiológicas importantes, mas 
possuem regulamentações e restrições entre si, de modo que as variações do conteúdo 
de Zn e relação Zn/Cu refletem os efeitos desses dois microelementos no corpo humano. 
Um aumento de Zn e da relação Zn/Cu pode reduzir significativamente o nível de 
lipoproteínas de alta densidade (HDL) e aumentar os níveis de triglicerídeos, colesterol 
e lipoproteínas de baixa densidade (LDL), o que poderia causar aterosclerose e doença 











2.8. Fluorescência de raios X 
A Fluorescência de raios X (XRF – do inglês: X-ray fluorescence) é uma técnica 
não destrutiva utilizada para análise qualitativa e quantitativa multielementar de uma 
ampla variedade de amostras. Esta técnica é baseada na medida das intensidades 
(números de raios X detectados por unidade de tempo) dos raios X característicos 
emitidos pelos elementos que constituem a amostra quando devidamente excitada por 
fontes de radiação como tubos de raios X, radiação síncrotron, entre outras.  
Quando a radiação eletromagnética incide e interage com uma amostra, alguns 
tipos de interação com a matéria podem ocorrer: absorção, emissão e espalhamento de 
radiação eletromagnética (SKOOG et al., 2009). O tipo de interação depende da energia 
do fóton de raios X e número atômico do elemento (KNOLL, 2000) 
Ao interagir com a matéria, existe a possibilidade dos fótons serem absorvidos, 
emitidos ou espalhados, diferenciando a interação de acordo com o número atômico do 
elemento e da energia do fóton que com ele interage. Para energias próximas de 1keV 
interagindo com elementos de baixo número atômico, o efeito fotoelétrico é o efeito 
predominante, seguido pelo efeito Compton (Figura 5). 
 
 
Figura 5 – Probabilidade de ocorrência de efeitos fotoelétrico, Compton e produção de 











A Figura 6 ilustra o mecanismo para as emissões de raios X característicos.  
  
 Figura 6 – Ilustração da emissão de raio X característico entre. (Fonte - 
https://efeitofotoeletricoecompton.webnode.com.br) 
 
Suponhamos um átomo irradiado por um fóton incidente de energia igual ou 
superior à energia de ligação do elétron de uma determinada camada (nível energético) 
do material alvo. Este fóton pode interagir com o elétron dessa camada e, ao quebrar a 
barreira de potencial do elétron naquele nível de energia, o retira do orbital produzindo 
uma vacância. O átomo fica então num estado excitado e tende a se estabilizar 
naturalmente. Para isso, ocorre um rearranjo eletrônico, onde um elétron de um orbital 
mais externo realiza um salto quântico para preencher a vacância oriunda da ejeção do 
elétron. Ao realizar a transição eletrônica existe a liberação de energia, na forma de um 
fóton de raios X, de energia igual à diferença entre as energias dos orbitais. Este fóton 
possui uma energia bem definida que é característica para cada elemento. Por esse 











A energia dos raios X característicos emitidos pelos elementos pode ser 
calculada de modo aproximado pela equação (1) (OKUNO & YOSHIMURA , 2010):  
 
  = 13,65 ∙ (  −  )  ∙  
 
  
  −  
 
  
                                        (1) 
 
Onde: 
E = energia dos raios X (medida em eV); 
ni, nf = número quântico principal do nível inicial e final do salto quântico, 
respectivamente; 
Z = número atômico do elemento emissor dos raios X;  
b = constante de Moseley, com valores iguais a 1 e 7,4, para as camadas K e 
L, respectivamente. 
 
Pela equação (1), tem-se que a energia dos raios X emitida é diretamente 
proporcional ao quadrado do número atômico Z do elemento excitado.  Esta equação é 
importante para se compreender o conceito da proporcionalidade entre a energia (ou 
amplitude do pulso produzido no detector) e o elemento a ser analisado em 
equipamentos de fluorescência de raios X que fazem uso da dispersão de energia com 
detectores semicondutores. 
De modo resumido, na XRF, a fluorescência emitida pelos elementos presentes 
na amostra incide em um detector, que possui uma eletrônica associada, capaz de 
resolver a energia dos fótons incidentes com precisão suficiente para fornecer uma 
distribuição espectral de intensidades versus energia. Analisadores multicanais 
computadorizados são utilizados para adquirir, mostrar o espectro (diferenciando as 
energias) e realizar a análise dos dados. 
A intensidade de qualquer pico no espectro de raios X é proporcional ao número 
de átomos que emitem fótons de energias atribuídas a esta linha. Porém vários fatores 
devem ser levados em conta numa quantificação devido aos efeitos matriz. Os efeitos de 
matriz são causados basicamente por processos de absorção e de intensificação (reforço) 






A fração da radiação incidente que leva à emissão de uma determinada linha de 
raios X característicos é determinada pela probabilidade de excitação (   ), que é o 
produto de três outras probabilidades (LACHANCE et al., 1995).  
 
    =    í    ∙        ∙          ê                                  (2) 
 
Onde: 
  í    é a probabilidade da radiação incidente retirar elétrons de um dado nível 
quântico. Pode ser o nível K, L, M, N, etc.;  
       é a probabilidade que uma determinada energia seja emitida dentro de sua 
série. Para um elétron retirado do nível K podemos ter as seguintes transições do nível 
L: K-L2 e K-L3;  
         ê     é a probabilidade de ocorrer emissão de fluorescência de raios X 
ao invés do processo Auger, a partir de uma transição realizada entre dois estados 
quânticos. 
A probabilidade de a radiação incidente retirar elétrons de um determinado nível 
está fortemente ligada com a fração da radiação que é absorvida no mesmo nível 
(LACHANCE et al., 1995). 
 
 Energia de corte de absorção 2.8.1.
Como mencionado anteriormente, para que ocorra uma transição entre dois 
estados quanticos é necessário que um elétron seja liberado do átomo. Para que isso 
ocorra, a energia de excitação mínima deve ser igual ou superior à energia de ligação do 
elétron ao orbital de origem. Essa energia de ligação eletronica é denominada energia de 
corte de absorção. A Figura 7 representa o corte de absorção (ou energia de ligação) dos 







Figura 7 – Energia de ligação ou corte de absorção nos níveis K, L e M em função do 
número atômico (NASCIMENTO, 1999). 
 
Em geral, a energia crítica de excitação refere-se à energia de ligação, visto que 
essa representa a menor energia necessária para que elétrons possam ser ejetados de um 
átomo. Sendo assim, para que ocorra emissão de raios X característicos é necessário que 
a energia da radiação incidente seja igual ou superior a estas energias de ligação. 
 
 Rendimento da fluorescência 2.8.2.
Sabe-se que a desexcitação de átomos pode ocorrer não apenas pela emissão de 
radiação eletromagnética, mas também por outros processos concorrentes. Esses 
processos são conhecidos como transições radiativas e as transições não radiativas. A 
principal diferença entre essas transições é a emissão de fótons, que ocorrem nas 
transições radiativas. (BAMBYNEK et al., 1972) 
As transições radiativas podem ocorrer, se a energia do feixe incidente for 
superior à energia de ligação de um elétron das camadas mais internas do átomo. Nesta 
situação o elétron absorve parte da energia e então é ejetado, formando uma vacância, 
posteriormente ocupada por um elétron de uma camada superior, que ao ocupar a 
vacância emite um fóton de raios X.  
Algumas vezes o fóton emitido é absorvido dentro do próprio átomo por outro 
elétron do mesmo, ou de outra camada em que ocorreu a emissão de energia 






elétrons, denominados elétrons Auger. Essa transição é dita não radiativa, pois não 
ocorre a emissão de fótons. 
Além do efeito de Auger, outra forma de transição não radiativa pode ocorrer 
quando um elétron transita entre as subcamadas de uma camada atômica com o mesmo 
número quântico principal. Por exemplo, um elétron transita da subcamada p para a 
subcamada s da camada L, em vez de transitar da camada L para a K, como se verifica 
no efeito de Auger. A esta transição intra camadas dá se o nome de transição de Coster-
Kronig. (COSTER & KRONIG, 1935) 
O rendimento de fluorescência de uma camada ou subcamada atômica é definido 
como a probabilidade de que a vacância naquela camada ou subcamada seja preenchida 
por meio da transição radiativa. Contudo, o cálculo do rendimento de fluorescência de 
uma camada ou subcamada  ,    , exige o conhecimento das probabilidades de 
decaimento por todas as vias possíveis, sejam elas não radiativas (   ) ou radiativas 
(  ), da vacância inicialmente criada em  . Este rendimento é dado por: 
 
   =  
  
      
             (3) 
 
A aplicação dessa definição para a camada K de um átomo, normalmente 
contendo dois elétrons, é direta. O rendimento de fluorescência para essa camada é: 
 
   =  
  
  
             (4) 
 
Onde: 
   é o número de fótons de raios X característicos emitido pela amostra;  
   é o número de vacâncias produzidas na camada K 
 
A definição de rendimentos de fluorescência de camadas atômicas mais altas é 
mais complicada por duas razões: 
i) Camadas acima da camada K são constituídas por mais de uma subcamada 






O rendimento médio de fluorescência depende, portanto, em geral, de como as 
camadas são ionizadas, uma vez que diferentes métodos de ionização dão 
origem a diferentes conjuntos de vacâncias primárias. 
ii) Transições de Coster-Kronig (COSTER E KRONIG, 1935) possibilitam que 
uma vacância primária gerada em uma subcamada mude para outra subcamada 
mais alta antes da vacância ser preenchida por outra transição. 
 
Todos os conceitos, definições e probabilidades para o calculo do rendimento da 
fluorescência pode ser encontrado em BAMBYNEK et al. (1972). 
O rendimento de fluorescência pode ser definido como sendo então o número de 
raios X efetivamente emitidos em relação ao número de vacâncias produzidas em uma 
dada camada (NASCIMENTO, 1999), representado na Figura 8. 
 
 
Figura 8 – Rendimento da fluorescência das camadas K, L e M em função do 
número atômico (Z) (NASCIMENTO, 1999). 
 
Nota-se que há um baixo rendimento de fluorescência no nível K para elementos 
leves (de número atômico abaixo de 20), no nível L o rendimento ainda é baixo para os 
elementos de número atômico abaixo de 60 e no nível M para praticamente todos os 







2.9. Microfluorescência de raios X 
A microfluorescência de raios X (μXRF) é uma variante da XRF que se 
diferencia principalmente nas dimensões e geometria do feixe. É baseada na excitação 
localizada de uma área microscopicamente pequena (na ordem de μm) na superfície de 
uma amostra, fornecendo informações da distribuição espacial de elementos 
majoritários e minoritários no material de estudo. Por esse motivo, a μXRF é uma 
técnica bastante atrativa para a análise local e para o mapeamento elementar em vários 
tipos de materiais (BERNASCONI et al., 1994). 
Assim como na XRF um feixe primário de raios X irradia uma área (no caso da 
μXRF o feixe na ordem de poucos micrometros) de uma amostra e induz a emissão de 
raios X fluorescentes desta área. Um detector semicondutor coleta a radiação 
fluorescente que transporta informações sobre a composição local da amostra. Contudo, 
na μXRF, a amostra então é movida por motores controlados por um computador, 
permitindo assim obtenção de informações elementares do próximo ponto. Este 
procedimento é realizado de forma a varrer toda a amostra em análise. O mapeamento 
elementar é realizado dividindo-se a área a ser analisada em pixels (Figura 9), e para 
cada pixel, é obtido um espectro de fluorescência de raios X (PRINS et al., 1984).  
 
 








As dificuldades na exploração deste método estão relacionadas com a produção 
de feixes de raios X suficientemente intensos e de dimensões micrométricas para que se 
obtenham microanálises sensíveis. Há poucos anos atrás se considerava muito difícil 
focalizar um feixe de raios X de pequenas dimensões e a solução deste problema 
somente apareceu recentemente com o uso da radiação síncrotron. 
A μXRF é um poderoso método para a análise de amostras biológicas, tendo as 
vantagens de um baixo limite de detecção (0,01 μg/g), pequeno dano térmico e na 
maioria dos casos as medidas podem ser realizadas no ar (EKTESSABI et al., 1999). O 
uso dessa técnica em associação com a radiação síncrotron (SR-μXRF) permite maior 
sensibilidade para a análise de concentrações muito baixas e possibilita estudar amostras 
da ordem de micrômetros.  
 
2.10. Radiação Síncrotron associada à Fluorescencia de raios X 
A luz, ou radiação, síncrotron é um tipo de radiação eletromagnética de alto 
fluxo e alto brilho que se estende por uma faixa ampla do espectro eletromagnético 
desde a luz infravermelha, passando pela radiação ultravioleta e chegando aos raios X. 
Ela é produzida quando elétrons relativísticos são acelerados e têm sua trajetória 
desviada por campos magnéticos. Então, é emitida radiação em uma ampla faixa do 
espectro eletromagnético, a radiação síncrotron (CASTILHO, 2006). A Figura 10 







Figura 10 - Vista esquemática planar de uma instalação de radiação sincrotron. (figura 
adaptada de BALERNA & MOBILIO, 2015) 
 
O processo de produção de luz síncrotron é iniciado pela aceleração de elétrons 
em um acelerador linear (Linac) até que sua energia atinja a ordem de MeV. Então, os 
elétrons são direcionados para um acelerador circular, chamado Booster, onde atingem 
uma energia na ordem de GeV. Em seguida, o feixe de elétrons é injetado em um anel 
de armazenamento, onde se encontram três dispositivos básicos: Os imãs de deflexão, 
que são formados por imãs dipolares que produzem um campo magnético homogêneo 
no sentido vertical. Eles são responsáveis pela deflexão do feixe de elétrons e 
consequentemente pela produção de luz síncrotron; Os quadripolos ou sextupolos, que 
estão situados nos trechos retos do anel e servem para focalizar os elétrons e reduzir as 
aberrações cromáticas e; as cavidades de rádio frequência, que estão situadas em um ou 
mais trechos retos, são responsáveis por fornecer aos elétrons, em cada passagem pelo 
seu interior, a energia perdida em cada volta devido à radiação produzida nas partes 
curvas de suas trajetórias aumentando, assim, o tempo de vida do feixe 
(MARGARITONDO, 1995). 
Os anéis de armazenamento mais avançados são chamados de síncrotrons de 
terceira geração. Eles são baseados em duas características principais: baixa emitância e 






onduladores (Figura 11). Esses dispositivos consistem em um arranjo de imãs 
projetados para desviar periodicamente a trajetória dos elétrons gerando feixe de 
radiação de maior energia e maior fluxo. As fontes de terceira geração são capazes de 
fornecer radiação cerca de 10.000 vezes mais brilho do que as fontes de segunda 
geração. (SHENOY, 2003) 
 
Figura 11 – Layout geral de um anel de armazenamento de terceira geração. (SHENOY, 
2003)  
 
Os feixes de raios X obtidos em uma máquina de luz síncrotron são 
extremamente intensos, colimados e dotados de um elevado grau de coerência 
longitudinal (espacial). Além disso, com a utilização de cristais monocromadores é 
possível obter feixes monocromáticos com energia selecionável dentro de um amplo 
espectro de energia (ARFELLI et al, 2000). 
A técnica de Fluorescência de raios X por radiação Síncrotron (SRXRF) difere 
da XRF convencional pelo fato de empregar a luz síncrotron como fonte de excitação. 
Este tipo de fonte tem proporcionado melhoras significativas na detecção dos 
elementos, decorrentes das próprias propriedades físicas deste tipo de radiação. Assim, 
atualmente, pesquisadores aplicam a SRXRF, por exemplo, na área médica, num estudo 
de avaliação da composição elementar de tecidos humanos saudáveis e doentes 






De um modo geral, a microanálise pode ser utilizada em vários tipos de 
amostras, tais como, aerossóis, sedimentos em suspensão, resíduos de descarga de 
armas de fogo, tecidos, amostras biológicas ou não biológicas em geral. (GRIEKEN; 
XHOFFER, 1992; HOLYNSKA, 1997; JANSSENS,1994). 
 
 
2.11. Fluorescência de raios X de baixa energia (LEXRF) - TwinMic 
As duas configurações típicas de microscopia de raios X mais usadas são a 
microscopia de transmissão (TXM, do inglês: transmission X-ray microscopy) e a 
microscopia de varredura (STXM, do inglês: scanning transmission X-ray microscopy). 
No modo de imagem STXM, a amostra é varrida por um microfeixe de raios X, 
enquanto os sinais emitidos e transmitidos podem ser adquiridos simultaneamente por 
sistemas de detecção adequados, tornando este modo de imagem preferível para 
mapeamento elementar e análise química (KIRZ et al., 1992). Por outro lado, os estudos 
morfológicos com imagens de exposição única por microtomografia, por exemplo, são 
tipicamente realizados por TXM, onde amostra é atingida por uma fonte de raios-X e 
uma lente objetiva cria uma imagem ampliada da amostra em um detector de matriz de 
pixels bidimensional (SCHMAHL et al., 1993). 
Em 2001, o Síncrotron Elettra, localizado em Trieste (Itália), começou integrar 
as vantagens destes dois tipos de microscopias, STXM e TXM, de forma complementar 
e simultânea, em um único instrumento. A partir desse projeto foi criada a TwinMic 
(KAULICH et al., 2006). Ela é a única linha, a nível mundial, que combina esses dois 
tipos de microscopia em um único instrumento. 
A linha de luz de espectroscopia de raios-X, TwinMic, foi otimizada para operar 
tanto em STXM quanto em TXM pela utilização de um ondulador híbrido curto com 
fonte intermediária e propriedades de divergência que podem ser comparadas com 
fontes de ímã de deflexão e também com onduladores  convencionais. A Figura 12 
mostra um Esquema da linha de luz TwinMic desde a saída do feixe do anel de 
armazenamento até a estação experimental. O feixe de raios X gerado pelo ondulador é 
colimado por um espelho cilíndrico (M1) disposto verticalmente em um monocromador 
de grade plana (M2 + G), a fim de adaptar o fluxo de fótons e a resolução de energia aos 






para a fonte secundária (SS), que consiste em aberturas circulares (com diâmetros de 15, 
25, 35, 50, 75 100 ou 150 μm) servindo como fenda de saída possibilitando o ajuste do 
tamanho e fluxo final da fonte.  
 
Figura 12 – Esquema da linha de luz TwinMic com fonte de raio-X gerada a partir de 
um ondulador híbrido curto (SU5.6), orifício de pinhole (PH), espelho cilíndrico de 
colimação (M1), monocromador de grade plana (espelho plano (M2) e grade plana (G)), 
espelho toroidal (M3) e fonte secundária de raios-X (SS). (Gianoncelli et al, 2016) 
 
 A linha de luz TwinMic traz um sistema de raios X de baixa energia (LEXRF) 
operado no regime de raios X moles (numa faixa de 400 a 2200 eV). Foi projetada para 
atender várias áreas de pesquisa tais como: ciências ambientais, agricultura, 
nanotecnologia, materiais entre outros. Essa linha vem sendo amplamente utilizada 
especialmente para pesquisas na área biológica por fornecer a distribuição de elementos 
de baixo número atômico como carbono, nitrogênio, oxigênio, sódio, magnésio e outros 
elementos de fundamental importância para o metabolismo de sistemas biológicos, a 
nível celular e intracelular (KAULICH et al., 2009). 
A Figura 13 mostra os elementos que são de possível analise pela TwinMic. 
Como é possível observar, para elementos de baixo número atômico o rendimento da 
fluorescência é muito baixo. Esse problema é contornado devido ao setup experimental 
desta linha, que será descrito mais adiante, e também, o tipo de preparação da amostra, 











A Figura 14 mostra a linha TwinMic e, de maneira geral, os componentes 
constituintes do sistema: a saída do feixe de raios X bem como toda a eletrônica 
necessária para a utilização da linha. Dentro do sistema a vácuo (10-6 mbar) se 
encontram as lentes de Fresnel, a amostra, e os oito detectores SDDs, minimizando 
assim, os efeitos de absorção e espalhamento do feixe de raios X no ar 








Figura 14 – Linha TwinMic, Elettra – Itália. 
 
Para as medições utilizando o modo STXM, o feixe atinge uma zona óptica 
(lentes de Fresnel), passa por um sistema seletor de abertura OSA – order sorting 
aperture, e atinge a amostra. Oito detectores do tipo SDD (Silicon Drift Detectors) 
dispostos circularmente em torno do feixe e a 20° em relação às amostras, captam as 
energias fluorescentes para formar as imagens por varredura, os mapas de fluorescência. 
Cada um dos 8 detectores possui área ativa de 30mm2, largura à meia altura (FWHM) 
de 135 eV a 5,9 keV e 69 eV para a linha Kα do Carbono e eficiência maior que 90%. A 
distância entre detectores e amostra é de 28 mm. 
Os detectores do tipo SDDs são ideais para a detecção de fótons de baixa energia 
que proporcionam uma capacitância de saída muito baixa de algumas femto-Farads 
(~ 10            ). Isto permite reduzir significativamente o ruído eletrônico, 
quando comparados aos detectores de diodo de Si convencionais com área ativa e 
espessura equivalente. (GIANONCELLI, et al., 2016). 
 Simultaneamente às medidas de STXM, após passar pela amostra, o feixe 
transmitido atinge uma tela de fósforo, converte os raios X em luz visível, passa por 
uma primeira lente de distância focal f1=15mm, atinge um espelho que reflete a luz 






CCD. Os sinais são captados através da câmara CCD e formam-se as imagens de 
absorção, referentes à TXM. 
A Figura 15 representa um esquema do setup da estação experimental da 
TwinMic. De forma resumida o setup para realização de medidas nessa linha funciona 
da seguinte forma: o feixe passa pela lente de Fresnel e atinge a amostra produzindo os 
raios X característicos. Esses raios X são coletados pelos oito detectores SDD e então 
são gerados os espectros fluorescentes. Simultaneamente, os raios X que passam pela a 
amostra, após o processo descrito anteriormente, são coletados pela câmara CCD 
formando as imagens de absorção da amostra. Ao final das medidas têm-se informações 




Figura 15 – Esquema do Setup da TwinMic. 
  
Usando fluorescência de raios X de baixa energia (LEXRF) obtemos a análise 
estrutural (qualitativa) e a análise elementar (semiquantitativa) possibilitando uma 
completa análise da amostra. A informação semiquantitativa é obtida através dos mapas 
de distribuição elementar normalizando as intensidades obtidas nos mapas (ponto a 
ponto) pelas intensidades de espalhamento Compton e Rayleigh (inelástico e elástico). 
Muitos trabalhos com grande impacto científico no âmbito biológico e médico 
vêm sendo realizados na linha TwinMic com amostras biológicas.  
TREVISAN (2016) investigou se a acumulação de Fe induzida pela inalação de 






expostos ao amianto. MEROLLE et al. (2016) fizeram análises de repetibilidade e 
reprodutibilidade para a estatística usada em trabalhos de análise a nível celular 
comparando o conteúdo elementar de células de adenocarcinoma de cólon humano 
obtidos por três acessos diferentes. KOUROUSIAS (2015) estudaram a alta resolução 
da linha de luz TwinMic usando raios X moles, para uma rápida sondagem de 
características de distribuição de nanopartículas e o sofrimento nas células expostas a 
radiação. PASCOLO et al. (2014) estudaram distribuição a multielementar na jugular 
para melhor compreender a ligação entre doenças neurodegenerativas e drenagem 
venosa cerebral. MANTUANO et al. (2016) analisaram alterações de Na, Mg e Fe em 
tecido cardíaco de ratas que foram submetidas à protocolos de quimioterapia e 
radioterapia para compreensão de possível cardiotoxicidade devido à esses tratamentos. 
 
2.12. Coeficiente de atenuação  
Quando um feixe de fótons atravessa um determinado material, sofre atenuação 
devido à interação dos fótons com os átomos do material. No caso de um feixe de raios 
X, esta interação ocorre, normalmente, por meio dos seguintes processos: efeito 
fotoelétrico, espalhamentos Rayleigh e Compton.  
A soma das probabilidades de ocorrência de tais efeitos é a probabilidade por 
unidade de comprimento que o fóton de raios X percorre na amostra, chamada de 
coeficiente de atenuação linear como mostra a equação: 
 
μ =         é      +           +                                         (6) 
 
Cada um desses processos tem uma probabilidade de ocorrência, que é dada pelo 
valor da seção de choque. Tal valor depende da energia do fóton incidente e do tipo de 
átomo (número atômico) constituinte do material. Assim, a seção de choque é, 
basicamente, uma maneira de expressar numericamente a probabilidade de que um tipo 
de átomo faça com que um fóton, com uma dada energia, sofra um determinado 
processo.   
Uma forma de quantificar o processo de interação da radiação com a matéria é 
verificar a fração de intensidade de radiação atenuada pelo meio material. Esse 






radiação eletromagnética incidente e da natureza do meio material. O cálculo do 
coeficiente de atenuação linear de um determinado material depende da intensidade do 
feixe incidente (  ), da intensidade do feixe transmitido (  ), da espessura ( ) do maerial 
e do ângulo de incidência do feixe    (  ). Este parâmetro pode ser calculado através da 
equação 7: 
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O coeficiente de atenuação linear também depende do estado físico do meio 
material. Para eliminarmos esta dependência, outro parâmetro pode ser definido através 
da razão do coeficiente de atenuação linear e da densidade do meio material. Essa 
grandeza é chamada de coeficiente de atenuação em massa.  
O coeficiente de atenuação em massa é um parâmetro fundamental no estudo da 
interação da radiação com a matéria. Ele fornece a medida da fração da intensidade de 
radiação dispersada ou absorvida pela matéria através dos diversos tipos de interação. 
A partir do estudo de como a radiação interage com um dado material, se torna 
possível à determinação do coeficiente de atenuação daquele material. A determinação 
desse coeficiente para amostras de tecidos biológicos gera um novo parâmetro de 
comparação entre amostras. 
Esse parâmetro foi calculado anteriormente na literatura, para amostras 
biológicas, utilizando LEXRF (MANTUANO et al., 2016). Neste trabalho o autor 
calcula os coeficientes de atenuação para analise de alterações em tecidos cardíacos 
após o tratamento de quimioterapia e radioterapia. 
 
 








3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Protocolo experimental 
 Animais 3.1.1.
Para a realização deste trabalho dezoito ratos Rattus norvegicus albinus da 
linhagem Wistar-SHR (Spontaneously Hypertensive Rats), e seis ratos Rattus 
norvegicus albinus da linhagem Wistar-Kyoto, inicialmente com idade aproximada de 
dois meses e pesando entre 220 e 240 gramas, foram mantidos no biotério do 
Laboratório de Ciências Radiológicas (LCR) localizado na Universidade do Estado do 
Rio de Janeiro (UERJ). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as 
diretrizes internacionais de proteção animal e foram aprovados pelo Comitê de Ética em 
Experimentação Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Processo 
CEA/018/2018). 
Os animais permaneceram em gaiolas de plástico apropriadas (três ratos por 
gaiola), contendo serragem, e receberam uma alimentação normal com água potável e 
ração (Nuvilab ® CR1) ad libitum. Durante todo o procedimento, os animais foram 
submetidos a ciclos de luminosidade (ciclo 12 horas dia/12 horas noite) e temperatura 
(22ºC) controlada. Os ratos foram divididos em quatro grupos, de forma randômica 
(com exceção do grupo WKY, composto por todos os ratos do tipo Kyoto utilizados 
durante a pesquisa), de acordo com o tratamento no qual foram submetidas, conforme 
pode ser observado na tabela 2. Os animais do grupo denominado WKY e SHR não 
foram submetidos a nenhum tratamento, sendo o grupo controle não hipertenso e 

















WKY Kyoto 6 - 
SHR SHR 6 - 
SHR-L SHR 6 Losartana potássica (25mg/kg) 
SHR-O SHR 6 Olmesartana (30mg/kg) 
 
 
 Aferição da pressão arterial 3.1.2.
O controle da pressão arterial de todos os ratos utilizados no estudo foi feito por 
técnica indireta utilizando um pletismógrafo de cauda, obtido pelo LCR-UERJ, 
fabricado pela empresa Insight. Antes da primeira aferição os ratos passaram por um 
processo de adaptação do recipiente de contenção, o qual foi fornecido junto com o 
pletismógrafo, durante uma semana para minimizar o estresse e a possível variação de 
pressão devido ao novo estímulo. 
O protocolo utilizado para a aferição da pressão dos ratos consistiu no prévio 
aquecimento dos ratos a uma temperatura de 32º durante 20 minutos. Para isso, os ratos 
foram mantidos em uma estufa com temperatura controlada durante esse tempo. Esse 
procedimento é necessário para que haja uma vasodilatação na cauda do rato e assim, 
torna-se possível a medição da pressão arterial. Posteriormente os ratos foram colocados 
no recipiente de contenção para sua imobilização e então foi realizada a aferição da 
pressão arterial como mostra a Figura 16. 
 
 






Figura 16 – Aferição da pressão arterial utilizando o pletismógrafo de cauda Insight. 
 
Esse procedimento foi realizado pela primeira vez quando os ratos tinham 10 
semanas de idade e então uma vez por semana durante todo o estudo.  
A Figura 17 mostra a interface do programa de utilização do pletismógrafo que 
permite a aquisição das pressões arteriais.  
 
 
Figura 17 – Interface do programa para aferição da pressão arterial.  
 
 Administração dos anti-hipertensivos 3.1.3.
Para a administração dos medicamentos foi utilizada uma técnica alternativa à 
tradicional gavagem (ATCHA, et al., 2010). Esta técnica consiste em treinar os animais 
a tomarem o medicamento espontaneamente utilizando uma seringa e como veículo, 





água com 10% de sacarose. Visto que este trabalho tem o objetivo de estudar ratos 
hipertensos, esse metodo foi adotado a fim de reduzir os efeitos adversos como o 
sofrimento devido à restrição física e ao estresse associado ao procedimento de 
gavagem em ratos. 
Todos os medicamentos foram preparados frescos a cada dia experimental em 
uma solução de sacarose a 10% para disfarçar qualquer sabor aversivo das drogas. Cada 
rato ingeriu 1 ml de solução (água + 10% sacarose + dose de medicamento) por dia de 
tratamento. A Figura 18 mostra um animal recebendo sua dose diária de anti-
hipertensivo pelo método descrito. 
 
 
Figura 18 – Administração dos anti-hipertensivos. 
 
 Eutanásia dos animais 3.1.4.
Um dia após do término do tratamento, os animais (com aproximadamente cinco 
meses de idade) foram anestesiados com xilasina e ketamina (2mg/kg e 40mg/kg, IM), e 
submetidos à eutanásia para a retirada dos tecidos. 
Depois de anestesiados, a caixa torácica foi aberta para obtenção de sangue 
intracardíaco e posteriormente uma injeção de cloreto de potássio foi aplicada 





diretamente no ventrículo esquerdo. Esse procedimento garante que todos os animais 
teriam parada cardíaca em diástole, como forma de padronização. Posteriormente o 
coração, aorta e coronária foram retirados, limpos e pesados. 
 
3.2. Preparação das amostras para análise por μXRF 
Após a eutanásia dos animais, as aortas e coronárias foram colocados em uma 
solução preparada de formaldeído (4% w/v) em 0,1M de tampão de fosfato, pH 7,2, 
durante 48 horas a temperatura ambiente, processado para microscopia ótica e então 
incorporado em Paraplast plus (GONZALEZ, 2005). O Paraplast é composto por uma 
mistura de parafina ultrapura e diversos polímeros. Esse material possui um maior grau 
de elasticidade quando comparado à parafina normal, permitindo cortes limpos e 
minimizando as rugas em amostras de tecidos. O paraplast representa um avanço 
técnico e é recomendado para rotina e trabalhos de pesquisa utilizando tanto tecidos 
humanos quanto de animais. O paraplast plus, por conter sulfóxido de dimetilo, possui 
uma rápida penetração no material, reduzindo o tempo de processamento do tecido. 
(CULLING, 2013) 
A aorta e a coronária de cada animal foram incluídas em um único bloco de 
Paraplast plus. Foram feitos cortes de 5 μm de espessura de cada bloco utilizando um 
micrótomo e então, colocados sobre um filme Ultralene no Laboratório de 
Imunofarmacologia-IOC-FIOCRUZ, Rio de Janeiro. 
  
3.3. Instrumentação (TwinMic) 
A linha TwinMic faz parte de um anel de luz sincrotron de terceira geração de 
(KAULICH et al., 2006). Esta linha de trabalho destina-se à análise da composição 
química multielementar em uma faixa de baixa energia (400–2200 eV) 
(GIANONCELLI et al., 2013), como foi descrito no 2.11 deste trabalho. Os resultados 
apresentados neste trabalho foram obtidos durante a execução do projeto 20165187.  
Após as amostras serem cortadas e postas sobre o ultralene, como relatado na 
sessão 3.2, os filmes contendo as amostras foram montados em um suporte próprio para 
realização das medidas na TwinMic. Um exemplo desse suporte é apresentado na 
Figura 19. 
 






Figura 19 – Foto do porta amostra utilizado na TwinMic. 
 
Após a análise das possíveis regiões de interesse previamente identificadas por 
um microscópio óptico, imagens rápidas de absorção foram feitas nas amostras para 
identificar e localizar as regiões de interesse para realização das medidas de LEXRF. 
Para aquisição dessas imagens foi utilizada matrizes de 80 x 80 pixels com uma 
resolução espacial de 1µm x 1µm com tempo de aquisição de 20 ms por pixel. 
A Figura 20 mostra uma montagem com as de imagens prévias de absorção 
feitas para a identificação e marcação de coordenadas dos ROIs para as medidas de 
LEXRF. As matrizes representadas nas figuras exemplificam as regiões de interesse 
escolhidas para a realização das medidas e construção dos mapas de LEXRF e absorção. 
 
 
Figura 20 – Mosaico feito a partir das imagens de absorção obtidas na TwinMic da A) 
aorta e B) coronária para localização das coordenadas dos ROIs de interesse para 
medidas de LEXRF. 
 





Foi utilizado um feixe monocromático com uma energia incidente efetiva de 
1,49 keV para a obtenção dos mapas de LEXRF e de absorção. Esta energia foi 
calculada previamente pelo software dedicado da linha TwinMic. 
O tempo de exposição por pixel utilizado foi de 12 segundos com um campo 
total variando de acordo com a amostra. O campo máximo utilizado foi de 80 x 80 μm² 
para os mapas de LEXRF, com resolução espacial de 1,2 μm. Simultaneamente, a 
intensidade transmitida foi medida pela câmara CCD de rápida aquisição para obtenção 
dos mapas de absorção, com um tempo de exposição de 20 ms. 
A Figura 21 mostra o software dedicado da linha TwinMic durante a medida de 
uma aorta de um rato SHR. A partir desse software é possível posicionar e controlar a 
amostra e também iniciar ou pausar a medida. Durante a realização das medidas o 
software apresenta os espectros gerados a partir de cada detector. Cada cor representa o 
espectro referente a um detector. Foram analisados elementos leves como: C, N, O, Na, 
Mg (linha K) e Fe, Cu e Zn (linha L).  
Os mapas de fluorescência, absorção e contraste de fase pixel a pixel em tempo 
real são também fornecidos. 
 
  
Figura 21 - Software dedicado de aquisição de imagem de fluorescência, absorção e 
contraste de fase utilizado na TwinMic. 
  
Os espectros gerados pelos oito detectores são somados pelo próprio software da 
linha. O espectro soma é gerado para cada pixel possibilitando a formação um mapa de 





distribuição elementar. Para o ajuste dos espectros dos raios X característicos, 
determinação dos elementos e suas respectivas intensidades fluorescentes foi utilizado o 
software PyMca®. 
O PyMca® foi desenvolvido pelo grupo de softwares do “European Synchrotron 
Radiation Facility” (ESRF), o laboratório de luz sincrotron localizado em Grenoble, na 
França. O software é capaz de resolver a maioria das necessidades relacionadas à 
espectroscopia de fluorescência de raios X. O programa permite o processamento 
interativo e em lote de grandes conjuntos de dados e é distribuído gratuitamente para 
aplicações não comerciais. Sua política de código aberto também o torna uma valiosa 
ferramenta de pesquisa.  (SOLÉ et al., 2007). 
Para a análise dos espectros utilizando o PyMca são necessários arquivos de 
calibração, que relacionam os canais do detector com a energia, e arquivos de 
configuração, que traz informações sobre energia do feixe incidente, filtros utilizados e 
elementos presentes no espectro. Um manual com o passo a passo para obtenção desses 
arquivos e completa análise do conjunto de espectros pode ser encontrado em Pickler 
(2015). 
A Figura 22 mostra a interface do software com o fit de um espectro de uma 
amostra de coronária. É possível observar, com destaque, os elementos O, Na, Mg e o 
pico Compton.   






Figura 22 – Exemplo do espectro de uma amostra de coronária analisado com o 
software PyMca®. 
  
Após o processamento dos espectros referentes a cada amostra é gerado um 
arquivo de saída .dat com as intensidades elementares em cada pixel do mapa.  
Todas as intensidades elementares foram normalizadas pela intensidade do pico 
Compton. O espalhamento Compton foi utilizado como um padrão interno para 
compensar as diferenças na espessura e densidade nas seções finas de tecido e também 
possíveis flutuações do feixe. Desta forma, foi possível a análise semiquantitativa entre 









3.4. Ensaios histológicos 
Cortes sequenciais das amostras emblocadas conforme descrito no item 3.2 
foram feitos para analise histologica das arterias. Foram montadas laminas com cortes 
de 5µm de espessura para cada bloco. Na espessura em que são feitos os cortes 
histológicos, a maioria dos tecidos apresentam-se incolores. A coloração é uma etapa 
importante para o estudo de células e tecidos, pois permite a visualização e identificação 
mais precisa das diferentes estruturas. As laminas contendo cortes de aortas e coronárias 
foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) para possibilitar a quantificação dos 
parâmetros estruturais das artérias. 
A coloração HE é amplamente utilizada em ensaios histológicos por serem 
adequados para evidenciar características estruturais. A hematoxilina é um corante 
básico que cora o núcleo das células e regiões do citoplasma que sejam ricas em retículo 
endoplasmático rugoso em uma tonalidade azul-arroxeada. A eosina é um corante ácido 
que cora outras regiões citoplasmáticas, além de vários componentes extracelulares, em 
tonalidade vermelho-rosada. Quando corantes ácidos são utilizados juntamente com 
corantes básicos como a hematoxilina, coram o citoplasma, filamentos citoplasmáticos e 
fibras extracelulares. (CAPUTO et al., 2009) 
As imagens digitais das laminas histológicas coradas com HE foram adquiridas 
usando a câmera microscópica de alta resolução Zeiss AXIOCAM HRc (Jena, 
Alemanha), acoplada ao microscópio Zeiss AXIO SCOPE A.1 (Jena, Alemanha), de 
forma a permitir a análise morfológica das artérias.  
 
 







4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
Neste capítulo serão apresentados os resultados obtidos pelas medidas de 
LEXRF para as amostras de coronária e aorta de ratos para os grupos: WKY, SHR, 
SHR+L, SHR+O. A metodologia de tratamento de cada grupo e preparação de amostras 
utilizadas encontra-se descrita no capítulo 3 deste trabalho. 
O teste utilizado para todas as análises estatísticas deste trabalho foi o one-way 
ANOVA (análise de variância com um fator) com o teste post-hoc Tukey 
(MCDONALD, 2009). 
 
4.1. Resultados de pressão arterial e frequência cardíaca  
A aferição da pressão arterial de todos os ratos utilizados neste estudo foi 
realizada uma vez por semana, desde a 10ª semana de vida dos animais até o final do 
experimento, como descrito no item 3.1.2. A Figura 23 mostra a variação média da 
pressão arterial dos animais de todos os grupos estudados durante todo o experimento. 
 
Figura 23 – Pressão arterial sistólica (mmHg) dos grupos WKY, SHR, SHR+L e 
SHR+O de acordo com a idade em semanas. 
 
O acompanhamento da pressão arterial demonstrou o efeito dos medicamentos, 
losartana potássica e olmesartana, já na primeira semana de uso contínuo. Foi possível 





verificar uma diminuição significativa (p<0,001) da pressão dos grupos WKY, SHR+L 
e SHR+O em relação ao grupo de animais hipertensos não tratados SHR. Contudo, o 
grupo tratado com a losartana potássica não apresentou resultados que se assemelhavam 
ao grupo WKY, o qual representaria uma pressão normal esperada para ratos. Foi 
encontrada uma diferença significativa (p<0,05) entre o grupo SHR+L e o grupo WKY. 
A maior eficacia da olmesartana em relação à losartana na diminuição da pressão 
arterial foi préviamente verificada na literatura (RIBEIRO & FLORÊNCIO, 2007). 
O software de aquisição para aferição da pressão arterial fornece 
simultaneamente informações sobre a frequência cardíaca. A Figura 24 mostra a 
variação média da frequência cardíaca dos animais de todos os grupos estudados 
durante todo o experimento. 
 
 
Figura 24 – Frequência cardíaca (batimentos por minuto) dos grupos WKY, SHR, 
SHR+L e SHR+O de acordo com a idade em semanas. 
 
Não houve variação significativa (p>0,05) da frequência cardíaca dos animais 
em nenhum dos grupos estudados. Isto é, nenhuma variação da frequência cardíaca foi 
constatada devido à hipertensão ou pelo efeito de algum dos medicamentos. Levando 
em consideração a média das frequências cardíacas por grupo de estudo, durante todas 
as semanas do experimento, a frequência máxima foi de 391 bpm enquanto a frequência 
mínima foi de 333 bpm. 





 O peso dos animais foi mensurado na primeira semana de experimento e 
posteriormente a cada duas semanas. Esse processo foi executado a fim de verificar 
algum aumento ou diminuição anormal de peso dos ratos devido ao uso do 
medicamento e também para o ajuste da dose dos mesmos de acordo com o crescimento 
dos ratos. Não foi verificada nenhuma variação de peso nos animais devido ao uso de 
medicamentos. Foi constatado somente um aumento normal de peso devido ao aumento 
da idade. Além disso, foi observado que os ratos da linhagem Kyoto são naturalmente 
mais pesados que os ratos da linhagem SHR.  
 
 
Figura 25 – Peso (em gramas) dos grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O de acordo 




Como descrito no item 2.2.1 a aorta é a maior e mais importante artéria do 
sistema circulatório do corpo humano. Dela se derivam quase todas as outras artérias do 
organismo, com exceção da artéria pulmonar. Ela possui paredes muito elásticas, que se 
distendem com a sístole e impulsionam secundariamente o sangue para as outras 
artérias, arteríolas, capilares, vênulas e veias. É a elasticidade desses vasos que mantém 
a pressão sistólica em níveis normais. Sendo assim, a rigidez desses vasos condiciona o 
aumento da pressão sistólica, levando à hipertensão. São artérias de condução, de 





grande calibre, formadas por fibras elásticas e musculares, com predomínio das fibras 
elásticas. 
 
 Análise histológica 4.2.1.
A Figura 26 mostra imagens obitidas por microscopia óptica das laminas coradas 
com HE de aortas representativas de cada grupo de estudo, WKY, SHR, SHR+L e 
SHR+O. Através de imagens obtidas por microscopia ótica das laminas histológicas 
coradas com HE, se torna possível o estudo de parâmetros como, por exemplo: largura 
da túnica média e diâmetro do lúmen (luz da artéria).  
Foram feitas imagens das lâminas das aortas de todos os ratos estudados. A 
partir dessas imagens, foi medida a largura da camada média (média de 10 medidas para 
cada aorta), o diâmetro do lúmen (média de 8 medidas para cada aorta), e 
posteriormente foi possível calcular a razão largura da túnica média pelo diâmetro do 
lúmen (M/L). O parâmetro M/L é um dos parâmetros mais utilizados para comparação 










Figura 26 – Imagem obtida por microscopia óptica (objetiva de 5x) de aortas típicas dos 
grupos WKY, SHR, SHR+L, SHR+O coradas utilizando a técnica de hematoxilina-
eosina. 
 
A tabela 3 mostra os valores obtidos da largura da camada média, do diâmetro 
do lúmen e a razão M/L para as aortas dos grupos WKY, SHR, SHR+L, SHR+O. 
Nenhuma diferença na largura da túnica média foi observada em nenhum dos grupos 
estudados. Entretanto, foi observado um aumento no diâmetro do lúmen e uma 
diminuição da razão M/L nos dois grupos tradados com anti-hipertensivos quando 












Tabela 3 – Valores médios ± erro padrão da espessura da túnica média (µm), diâmetro 
do lúmen (µm) e razão média/lúmen (M/L) para artérias aortas dos ratos dos grupos 
WKY, SHR, SHR + L e SHR + O. 
  WKY SHR SHR+L SHR+O 
Espessura da 
camada média (µm) 
122,3 ± 2,8 125,6 ± 4,9 115,4 ± 11,99 132,1 ± 3,9 
Diâmetro da luz 
(µm) 
1566 ± 28,8 1715 ± 61,9 1820 ± 58,2* 2023 ± 25,5*† 
M/L 0,075 ± 0,001 0,074 ± 0.003 0,060± 0,003*† 0,065 ±0,001* 
* p < 0.05 vs WKY; † p < 0.05 vs SHR ; ‡ p < 0.05 vs SHR+L  
 
Com a análise da razão M/L, é possível entender como ocorre o remodelamento 
das artérias devido à hipertensão e como os mesmos são afetados por algum tipo de 
tratamento. Schiffrin e coautores mostraram que os vasos de resistência exibiram 
significativamente maior espessura média e M/L em pacientes hipertensos do que em 
indivíduos normotensos. (SCHIFFRIN et al., 2000). 
Para artérias de grande calibre, como a artéria aorta, pouco se tem na literatura 
sobre a razão M/L. Neste trabalho não foi encontrada diferença significativa entre a 
razão M/L entre os grupos normotensos e hipertensos. Entretanto, apesar da diminuição 
desse parâmetro devido ao uso dos BRAs não indicar um remodelamento da aorta 
devido à hipertensão, é verificada a necessidade de outros estudos acerca desse assunto 
para elucidar o tipo de remodelamento causado pelos anti-hipertensivos na aorta. 
Em uma das lâminas contendo cortes da aorta de um rato do grupo SHR foi 
verificada a formação de um ateroma (Figura 27). As placas de ateroma são 
manifestações da aterosclerose, doença inflamatória crônica e progressiva que acomete 
artérias de calibre grande e intermediário. O ateroma é depósito lipídico na superfície 
interna das paredes das artérias. Isto é, a placa de ateroma é formada por depósitos de 
gordura, principalmente de colesterol, na camada íntima da artéria e que tem sua 
formação iniciada por injúrias no endotélio decorrentes dos fatores de risco, como por 
exemplo, a hipertensão. A placa ateromatosa cresce lentamente, diminuindo o fluxo 
sanguíneo até bloquear completamente a artéria causando efeitos como infarto ou AVC. 









Figura 27 – Aorta do grupo SHR com a presença de ateroma. A) Aumento de 5x e B) 
aumento de 20x. 
 
 Resultados TwinMic 4.2.2.
Além das imagens de fluorescência de raios X a TwinMic possibilita, 
simultaneamente, a obtenção dos mapas de absorção através da medida dos raios X 
transmitidos por uma câmara CCD de rápida aquisição. Além disso, o software de 
aquisição da linha também proporciona imagens de contraste de fase da amostra, através 
de algoritmos matemáticos. 
As imagens de absorção e de contraste de fase são utilizadas para identificar a 
morfologia da estrutura dos tecidos. Imagens de absorção são sensíveis à densidade do 
tecido, ou seja, quanto mais denso o tecido mais escuro aparecerá na imagem. Já a 
imagem de contraste de fase está correlacionada com a topografia do tecido, sendo mais 
sensível às descontinuidades na amostra, como por exemplo, bordas, buracos e 
protuberâncias.  
As aortas dos ratos apresentam largura consideravelmente grande (mais de 
100µm). Por limitações do sistema, tempo e área disponível para realização das 
medidas, não foi possível a varredura de toda a extensão da aorta. Por esse motivo as 





medidas de LEXRF foram realizadas na região da intima e média da aorta, 
preferenciando assim, regiões de maior contato com a corrente sanguínea. Essa região 
foi escolhida por ser uma região de maior probabilidade de alterações causadas tanto 
pela hipertensão quanto pelo uso dos medicamentos. Por esta razão, as imagens 
apresentadas contém uma parte da camada média, a camada intima e uma parte da luz 
da aorta. Todas as intensidades elementares apresentadas neste trabalho foram 
corrigidas pela intensidade do pico Compton, como descrito no item 3.3. Após testes 
realizados, as intensidades corrigidas foram multiplicadas por um fator de 105, 
possibilitando uma melhor visualização das imagens pelo software ImageJ. 
A Figura 28 mostra os mapas de absorção, contraste de fase e de intensidade 
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma aorta representativa de um 
rato do grupo WKY.  
Pode-se notar na Figura 28-Abs que, na aorta, existem regiões de maiores e 
menores densidades. Essas regiões podem ser bem distinguidas pelos tons mais escuros 
e mais claros, respectivamente. As áreas que apresentam uma maior absorção 
correspondem também às áreas que apresentam uma maior protuberância na amostra 
(Figura 28-PhC). Nessas áreas estão localizadas as fibras elásticas da aorta. Nessas 
fibras aparecem em maior intensidade os elementos O e Fe.  
Os elementos Na, Mg, Cu e Zn (Figura 28) exibem a mesma localização 
preferencial. A localização desses elementos é oposta a maior intensidade de O e Fe, 
estando preferencialmente localizadas nas áreas menos densas da aorta, ou seja, nas 
fibras musculares. Tanto o Na quanto o Cu apresentam uma distribuição mais 
homogênea nas áreas nas quais estão localizados.  
Além de estar presente nas fibras musculares, o Mg se apresenta também em 
áreas de maior intensidade bem definidas. Essas áreas são os núcleos das células das 
fibras musculares presentes na camada média e as células endoteliais presentes na 
íntima.  
 







Figura 28 – Imagens absorção (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas 
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de aorta típica do grupo 
WKY, adquiridos em uma região de 76,8 µm x 79,2 µm. 
 
A Figura 29 mostra os mapas de absorção, contraste de fase e de intensidade 
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma aorta representativa de um 
rato do grupo SHR. 







Figura 29 – Imagens absorção (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas 
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de aorta típica do grupo SHR, 
adquiridos em uma região de 76,8 µm x 78 µm. 
 
O mapa de absorção na aorta do grupo SHR mostrou áreas de maior densidade 
na intima da aorta. Esse aumento de densidade pôde ser comprovado pelo aumento de 
Fe nessa região. Na Figura 29-PhC pode-se observar um maior destaque também na 
região da intima. Comparando as imagens de contraste de fase do grupo WKY (Figura 
28-PhC) e do grupo SHR (Figura 29-PhC), nota-se uma maior homogeneidade entre as 
regiões de maior e menor densidade no grupo SHR. Isto é, pouca definição entre as 
fibras elásticas e musculares. Esta maior homogeneidade nas amostras do grupo SHR 
pôde ser verificada também pelos mapas de Na, Cu e Zn, nos quais a localização bem 
definida desses elementos apresentada pelo grupo WKY se perde. 





Estudos anteriores mostraram que os depósitos de Fe foram observados nas 
lesões ateroscleróticas de pacientes (LEE et al., 1998) e animais experimentais 
(MAKJANIC et al., 1999). Pallon e co-autores (1995) relataram que microcalcificações 
podem coincidir com pontos de alta concentração de Fe, em particular em áreas 
próximas à lâmina elástica interna da camada vascular. Outro estudo mostrou que 
concentrações locais elevadas de Fe presentes em lesões precoces podem acarretar em 
um processo acelerado de aterogênese em regiões específicas da parede da artéria 
(MERTZ, 1981). Desta forma, a alta concentração de Fe localizada em pontos 
específicos da parede aórtica dos ratos SHR pode indicar lesões ateroscleróticas 
causadas pela hipertensão.  
Não foi verificada nenhuma alteração na localização preferencial dos elementos 
O e Mg quando comparados ao grupo WKY. 
A Figura 30 mostra os mapas de absorção, contraste de fase e de intensidade 
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma aorta representativa de um 











Figura 30 – Imagens absorção (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas 
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de aorta típica do grupo 
SHR+L, adquiridos em uma região de 42 µm x 78 µm. 
 
As aortas do grupo tratado SHR+L apresenta maior quantidade de áreas mais 
escuras na imagem de absorção (Figura 30-Abs). Isto demonstra que as fibras 
musculares das aortas tratadas com losartana possuem largura menor do que as fibras 
musculares do das aortas do grupo WKY. Contudo, a imagem de contraste de fase 
(Figura 30-PhC) demonstra uma diferenciação maior entre as fibras elásticas e 
musculares quando comparado ao grupo SHR.  
Esta característica de maior quantidade de áreas mais densas é enfatizada pelo 
fato de que o Fe aparece de uma forma mais homogênea na amostra, não sendo possível 
definir uma localização preferencial deste elemento neste grupo. Assim como o Fe, os 
elementos Na e Cu também se apresentaram em uma forma mais homogênea em todo o 
tecido, sendo a distribuição desses elementos mais semelhante ao grupo SHR do que ao 
grupo WKY.  





Diferentemente dos grupos WKY e SHR, o Zn possui uma maior intensidade nas 
camadas mais internas das aortas (camada média) do grupo SHR+L. A distribuição de 
O e de Mg nas amostras deste grupo se mantiveram bem definidas e opostas, assim 
como nos grupos WKY e SHR. 
A Figura 31 mostra os mapas de absorção, contraste de fase e de intensidade 
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma aorta representativa de um 
rato do grupo SHR+O. 
 
 
Figura 31 – Imagens absorção (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas 
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de aorta típica do grupo 
SHR+O, adquiridos em uma região de 78 µm x 66 µm. 






No mapa de absorção representativo do grupo SHR+O (Figura 31-Abs), pode-se 
observar regiões capazes de absorver mais radiação na intima da aorta, assim como foi 
verificado no grupo SHR. O mesmo pôde ser verificado no mapa de contraste de fase, 
que apresenta um relevo nesta região.  
Apesar de apresentar uma distribuição de Na, Fe e Cu mais homogênea do que o 
grupo WKY, esses elementos apareceram mais intensos na parede da aorta. Essa 
localização preferencial na parede também foi observada para o oxigênio. Pode-se notar 
também, uma maior intensidade de Na nos núcleos das células das fibras musculares da 
aorta. Este elemento sempre está presente no interior das células, contudo, o Na 
compete naturalmente com o Mg (REINHART, 1988). Desta forma, a maior evidencia 
de Na no interior das células pode indicar uma diminuição de Mg nessa região. 
Os elementos Mg e Zn apresentam uma colocalização entre si, assim como nos 




 Análise estatística das intensidades elementares para a aorta  4.2.3.
Neste tópico serão apresentados os resultados das médias das intensidades 
elementares corrigidas obtidas das aortas para os grupos WKY, SHR, SHR+L e 
SHR+O. As médias das intensidades foram tomadas levando em consideração todo o 
tecido, incluindo intima e camada média e excluindo o lúmen. Todos os valores foram 
dados em média com barras de erro padrão.  
As médias das intensidades obtidas para o oxigênio nos grupos WKY e SHR não 
apresentaram diferença significativa entre si. O grupo de ratos hipertensos tratados com 
losartana potássica (SHR+L) demonstrou um aumento de aproximadamente 10% nos 
níveis de oxigênio em relação aos grupos WKY e SHR, contudo, essa diferença não foi 
considerada estatisticamente significativa de acordo com o teste estatístico utilizado. 
No grupo SHR+O, houve uma diminuição significativa nos níveis de oxigênio 
de aproximadamente 30% em relação aos grupos WKY e SHR e SHR+L. O suprimento 
de oxigênio é fundamental para uma correta função celular, uma vez que a maioria dos 
processos metabólicos depende do fornecimento de ATP (molécula responsável por 





armazenar energia para as atividades vitais básicas das células) que é produzido 
principalmente pela fosforilação oxidativa (GREENE et al., 1992). Por este motivo, a 
falta de oxigênio no tecido pode ocasionar consequências fisiológicas e patológicas 
























Figura 32 – Média de intensidade de Oxigênio na aorta dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY. O 
símbolo (b) diferença em relação ao grupo SHR; o símbolo (c) diferença em relação ao 
grupo SHR+L; o símbolo ** significa diferença significativa (p < 0,01) e; o símbolo 
*** significa diferença significativa (p < 0,001). 
 
Comparando o grupo SHR com o grupo controle não hipertenso WKY foi 
observada uma diminuição significativa de quase 50% na intensidade de Na (p<0,001). 
Os ratos tratados tanto no grupo SHR+L quanto no grupo SHR+O não apresentaram 
nenhuma diferença significativa para o elemento Na quando comparado com o grupo 
WKY. Consequentemente, os dois medicamentos utilizados causaram um aumento 
significativo na intensidade de Na quando comparado aos ratos hipertensos que não 
tomaram nenhum medicamento.  
 































Figura 33 – Média de intensidade de Sódio na aorta dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY. O 
símbolo (b) diferença em relação ao grupo SHR; o símbolo ** significa diferença 
significativa (p < 0,01) e; o símbolo *** significa diferença significativa (p < 0,001). 
 
Os resultados para o Mg mostraram um aumento significativo (p<0,001) de 
aproximadamente 44% do grupo SHR quando comparado ao grupo WKY. A quantidade 
de Mg no grupo SHR+L foi comparável ao grupo WKY e teve uma variação de menos 
33% em relação ao grupo SHR. 
  Os animais do grupo tratado com olmesartana (SHR+O) apresentaram a menor 
quantidade de Mg de todos os grupos estudados. Uma diferença de menos 47% em 
relação aos grupos WKY e SHR+L (p<0,001) e uma diferença de menos 63% em 
relação ao grupo SHR (p<0,001). Estudos anteriores mostram que a deficiência de Mg 
pode agravar ou ate mesmo causar lesões arteriais. (SONTIA, & TOUYZ, 2007; 
UESHIMA, 2005) 
 































Figura 34 – Média de intensidade de Magnésio na aorta dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY. O 
símbolo (b) diferença em relação ao grupo SHR; o símbolo (c) diferença em relação ao 
grupo SHR+L e; o símbolo *** significa diferença significativa (p < 0,001). 
 
Os grupos controle normotenso e hipertenso (WKY e SHR, respectivamente) 
não apresentaram variação significativa (p>0,05) da quantidade de Fe entre eles. O 
grupo SHR+L mostrou uma menor quantidade, aproximadamente 15% (p<0,05), deste 
elemento na aorta dos ratos pertencentes a esse grupo em comparação ao grupo WKY. 
Animais do grupo SHR+O apresentaram uma diminuição significativa ainda maior 


































Figura 35 – Média de intensidade de Ferro na aorta dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY. O 
símbolo (b) diferença em relação ao grupo SHR; o símbolo * significa diferença 
significativa (p < 0,05) e; o símbolo ** significa diferença significativa (p < 0,01). 
 
Sendo o grupo WKY um grupo de animais normotensos e não tratados com 
nenhum medicamento, as intensidades obtidas para esse grupo são as quantidades 
elementares esperadas para aorta de animais saudáveis. Como mostra o gráfico da 
Figura 36, todos os grupos apresentaram uma diminuição significativa (p<0,001), entre 
39 e 49%, de Cu em relação ao grupo WKY. 
Comparando o efeito dos medicamentos sobre os níveis de Cu na aorta com os 
animais do grupo SHR pode-se observar também uma diminuição desse elemento para 




































Figura 36 –  Média de intensidade de Cobre na aorta dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY; o símbolo 
(b) diferença em relação ao grupo SHR; o símbolo ** significa diferença significativa 
(p < 0,01) e; o símbolo *** significa diferença significativa (p < 0,001). 
 
 
A Figura 37 mostra as médias das intensidades de Zn obtidas para todos os 
grupos analisados. Apesar de haver variações nas médias de Zn comparando os grupos 






















Figura 37 –  Média de intensidade de Zinco na aorta dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. 
 
O desequilíbrio de alguns desses elementos são reconhecidos na literatura por 
estarem diretamente envolvidos na etiologia da hipertensão. Canatan e colaboradores 





mostraram que a relação Zn/Cu é significativamente menor no plasma de pacientes 
hipertensos em comparação com os controles (CANATAN et al., 2004). Fenz e 
coautores verificaram alterações na relação Cu/Fe devido a pré-eclâmpsia (FENZL  et 
al., 2013), enquanto a elevação na relação Mg/Na pode indicar calcificação. 
(PASCOLO et al., 2014) 
A Figura 38 apresenta os resultados das razões Zn/Cu, Cu/Fe e Mg/Na para as 
aortas dos diferentes grupos estudados. A razão Zn/Cu teve um aumento em relação ao 
grupo normotenso em todos os grupos de ratos hipertensos, tratados ou não. Entretanto, 
somente para o grupo SHR+O esse aumento foi considerado significativo. Por outro 
lado, a Cu/Fe foi significativamente menor (p < 0,001) em todos os grupos quando 
comparados ao grupo WKY. O desbalanceamento destes elementos se dá, 
principalmente, devido à diminuição de Cu nas aortas dos grupos SHR, SHR+L e 
SHR+O.   
O desequilíbrio entre Mg e Na nas aortas causado pela hipertensão foi 
evidenciado pela comparação entre a razão Mg/Na nos grupos SHR e WKY. O aumento 
dessa razão pode indicar o acumulo de cálcio nessas artérias. (PASCOLO et al., 2014) 
Ambos os medicamentos foram capazes de normalizar a relação Mg/Na na aorta dos 




Figura 38 – Razões Zn/Cu, Cu/Fe e Mg/Na para as aortas dos grupos WKY, SHR, 
SHR+L, SHR+O. O símbolo (a) significa diferença em relação ao grupo WKY; o 
símbolo (b) significa diferença em relação ao grupo SHR; em relação ao grupo SHR; o 
símbolo * significa diferença significativa (p < 0,05) e; o símbolo *** significa 
diferença significativa (p < 0,001). 
 
 





 Coeficiente de atenuação 4.2.4.
Através de imagens de absorção obtidas na TwinMic, os coeficientes de 
atenuação linear (cm-1) foram calculados pixel por pixel para todas as amostras usando a 
equação (8) descrita no item 2.12. 
Após a eutanásia dos animais e retirada do coração, o peso do coração de cada 
rato foi mensurado em balança de precisão (Digipeso DP-3000, Denver Instrument AA- 
160). Em seguida, o volume do tecido foi calculado através do método de Scherle 
(1970). 
As densidades medidas para os grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O foram 
respectivamente: 1,059 ± 0,006 g/cm3; 1,059 ± 0,005 g/cm3; 1,072 ± 0,008 g/cm3; e 
1,065 ± 0,004 g/cm3. Não houve diferença significativa entre as densidades dos tecidos 
nos grupos estudados.  
Conhecendo os resultados de μ obtidos a partir da medição da intensidade do 
feixe transmitido e a densidade dos tecidos (ρ), foram calculados os coeficientes de 
atenuação da massa μρ (cm²/g). O coeficiente de atenuação de massa foi calculado 
dividindo os valores dos coeficientes de atenuação linear pela densidade calculada para 
o tecido cardíaco de cada grupo (μ ρ⁄ ).  
A Tabela 4 apresenta os valores médios ± erro padrão para µ (cm-1) e µ (cm2/g) 
para as aortas dos grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O. Além dos valores calculados 
para os tecidos de cada grupo estudado, a tabela apresenta os coeficientes de atenuação 
linear e de massa tabelados para tecido mole de referência (soft tissue - ICRU44) e 
também uma combinação de tecido com parafina wax. Os dados de referência foram 
obtidos com o programa Xmudat.  
Tendo em vista que as aortas foram emblocadas em paraplast plus, o coeficiente 
de atenuação calculado para os tecidos estudados diferenciaram em ordem de grandeza 
quando comparados ao coeficiente de atenuação do tecido de referência. Por outro lado, 
os resultados obtidos possuíram mesma ordem de grandeza dos valores de coeficiente 
de atenuação da combinação de tecido e parafina. 
 
  





Tabela 4 – Média ± erro padrão do coeficiente de atenuação linear (µ) e coeficiente de 
atenuação de massa (µρ) das aortas para os grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O. 
  µ (cm-1) µρ (cm²/g) 
Tecido mole 1348 1272 
Tecido mole + 
Parafina 
928 937 
WKY 701 ± 36,41 662 ± 34,59 
SHR 937 ± 52,43*‡ 885 ± 49,68*‡ 
SHR+L 671 ± 34,22† 625 ± 32,26† 
SHR+O 513 ± 11,61*†‡ 482 ± 11,05*†‡ 
* p < 0.05 vs WKY; † p < 0.05 vs SHR ; ‡ p < 0.05 vs SHR+L 
 
Os resultados mostram uma um aumento significativo (p<0,01) dos coeficientes 
de atenuação linear e de massa na artéria aorta causada pela hipertensão. Foi possível 
verificar a equivalência dos coeficientes de atenuação entre o tecido sadio e o tecido de 
ratos hipertensos tratados com losartana. Por outro lado, os coeficientes de atenuação 
linear e de massa das artérias aortas de ratos tratados com olmesartana teve uma 




A função principal das artérias coronárias é fornecer oxigénio e nutrientes ao 
músculo cardíaco para manter um bom funcionamento do coração. A fisiologia dessas 
artérias foi descrita neste trabalho no item 2.2.2.   
Hipertensão arterial é um importante fator de risco para o desenvolvimento de 
doença arterial coronariana. Ao lado do tabagismo e do diabetes melito, a hipertensão 
arterial constitui um dos mais importantes fatores de risco controláveis ou removíveis 
para doença arterial coronariana. A pressão sanguínea elevada produz um efeito lesivo 





direto nas artérias coronárias, modificando o endotélio e propiciando o início e/ou 
progressão da aterosclerose. 
Todos os resultados apresentados nesta seção foram publicados em Pickler et al. 
(2019). 
 
 Análise histológica 4.3.1.
A Figura 39 mostra imagens obtidas por microscopia óptica das laminas coradas 
com HE de coronárias representativas para cada grupo de estudo, WKY, SHR, SHR+L 
e SHR+O. Foram feitas imagens das coronárias de todos os ratos estudados. A partir 
dessas imagens, foi medida a largura da camada média (média de 10 medidas para cada 
coronária), o diâmetro do lúmen (média de 8 medidas para cada coronária), e 












Figura 39 – Imagem obtida por microscopia óptica (objetiva de 20x) de coronárias 
típicas dos grupos WKY, SHR, SHR+L, SHR+O coradas utilizando a técnica de 
hematoxilina-eosina. 
 
A tabela 5 mostra os valores obtidos da largura da camada média, do diâmetro 
do lúmen e a razão M/L para as aortas dos grupos WKY, SHR, SHR+L, SHR+O. 
Comparando o grupo normotenso com o grupo hipertenso pôde-se observar uma 
diminuição da largura da camada média e do diâmetro do lúmen e também um aumento 
na razão M/L. Os dados obtidos estão de acordo com o esperado na literatura 
(SCHIFFRIN, 2000). As coronárias provenientes do grupo tratado com a losartana 
apresentaram valores de largura da camada média, diâmetro do lúmen e razão M/L 
equivalentes aos encontrados para o grupo normotenso. Por outro lado, o valor 
encontrado para diâmetro do lúmen no grupo SHR+O foi muito inferior aos demais. 
 





Tabela 5 – Valores médios ± erro padrão da espessura da túnica média (µm), diâmetro 
do lúmen (µm) e razão média/lúmen (M/L) para artérias coronárias dos ratos dos grupos 
WKY, SHR, SHR + L e SHR + O. 
  WKY SHR SHR+L SHR+O 
Espessura da 
camada média (µm) 
31,04 ± 1,04 26,19 ± 1,17* 34,47 ± 1,61† 32,33 ± 1,18† 
Diâmetro da luz 
(µm) 
196,51 ± 11,28 124,73 ± 6,45* 225,10 ± 8,18† 100,4 ± 8,47*‡ 
M/L 0,15 ± 0,01 0,23 ± 0,02* 0,17 ± 0,02† 0,19 ±0,01 
* p < 0.05 vs WKY; † p < 0.05 vs SHR ; ‡ p < 0.05 vs SHR+L  
 
As alterações estruturais nas artérias decorrente da hipertensão são basicamente 
de dois tipos: (1) remodelamento eutrófico, no qual os diâmetros externos e do lúmen 
diminuem, a razão M/L é aumentada e a área da seção transversal é inalterada; e (2) 
remodelamento hipertrófico, no qual a camada média engrossa e invade o lúmen, 
resultando em aumento da área seccional da média e da razão M/L. O remodelamento 
resultante da hipertensão pode inicialmente ser adaptativo, mas eventualmente se torna 
mal adaptativo podendo comprometer a função dos órgãos, contribuindo para as 
complicações cardiovasculares da hipertensão. (INTENGAN & SCHIFFRIN, 2001) 
As coronárias dos ratos hipertensos avaliados neste estudo apresentaram um 
remodelamento eutrófico nas coronárias dos ratos hipertensos. Esses dados estão de 
acordo com a literatura, onde artérias de médio e pequeno calibre de ratos SHR 
apresentam remodelação predominantemente eutrófica. (INTENGAN & SCHIFFRIN, 
2001) Com os resultados obtidos para os parâmetros histológicos avaliados foi possível 
verificar que o anti-hipertensivo losartana foi capaz de impedir o remodelamento das 












 Resultados TwinMic 4.3.2.
Diferentemente das aortas, as artérias coronárias são artérias musculares de 
calibre médio. São artérias de distribuição, possuem calibre menor do que as artérias 
elásticas, e são formadas por fibras elásticas e musculares, com predomínio das fibras 
musculares. Essa espessura menor (aproximadamente 50µm) possibilitou que as 
medidas de LEXRF fossem realizadas varrendo todas as túnicas das coronárias, a túnica 
intima, a média e a adventícia. Com isso, as imagens apresentadas contêm todas as 
camadas da coronária e ainda uma parte do lúmen. 
Todas as intensidades elementares obtidas para as coronárias foram corrigidas 
pela intensidade do pico Compton, como descrito no item 3.3, e multiplicadas por um 
fator de 105 para uma melhor visualização pelo software ImageJ. 
A Figura 40 mostra os mapas de absorção, contraste de fase e de intensidade 
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma coronária típica de um rato 
do grupo WKY. 
A coronária possui uma predominância de fibras musculares, com isso não é 
possível identificar as diferentes densidades entre fibras musculares e fibras elásticas 
como no caso da aorta. Nesse tipo de artéria a túnica média é geralmente a túnica mais 
desenvolvida e a túnica adventícia muito delgada ou ate mesmo inexistente. Essas 
características podem ser observadas nas imagens de absorção e contraste de fase 
(Figura 40 – Abs e PhC) das coronárias dos ratos do grupo WKY. 
 







Figura 40 – Imagens absorção (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas 
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de coronária típica do grupo 
WKY, adquiridos em uma região de 69,6 µm x 79,2 µm. 
 
O oxigênio apresentou uma localização preferencial bem definida nas amostras 
de coronária dos ratos do grupo WKY. Esse elemento apareceu em maior intensidade 
nas extremidades da artéria, nas túnicas intima e adventícia. Sendo uma quantidade 
menor na camada média. 





Os elementos Na, Mg, Fe, Cu e Zn possuem uma distribuição por praticamente 
toda a artéria coronária. Apesar disso, é possível destacar alguns pontos importantes. 
Tanto o Fe quanto o Cu estão presentes em toda a artéria, mas a intensidade desses 
elementos é ainda maior nas suas extremidades. O Na e o Mg também são encontrados 
por toda a extensão da amostras, entretanto, possuem pontos de maior intensidade. 
Nesses pontos estão localizados os núcleos das células endoteliais e as células das fibras 
musculares. Já o Zn pode ser encontrado em maior quantidade na túnica média da 
coronária dos ratos normotensos (WKY). 
A Figura 41 apresenta os mapas de absorção, contraste de fase e de intensidade 
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma coronária típica de um rato 
do grupo SHR. 
Nas imagens de absorção e contraste de fase (Figura 41 – Abs e PhC) é possível 
verificar uma menor espessura da camada média nas aortas dos ratos do grupo SHR em 
comparação ao grupo WKY. Foi verificado também um engrossamento da túnica íntima 
desse grupo. Essa maior espessura pode estar correlacionada com a hipertensão, que 
exige um esforço maior das artérias e com isso pode provocar um endurecimento das 
mesmas. 
Quanto aos mapas elementares, podemos destacar uma maior homogeneidade 
dos elementos Na, Mg, Fe e Cu nas amostras dos ratos que tinham hipertensão 
comparado com os animais normotensos. Essa característica é ainda mais evidente nos 
elementos Na e Mg, já que não é possível identificar com a mesma precisão (ou estão 
presentes em menor quantidade) os núcleos das células das fibras musculares. 
Não foi observada nenhuma alteração na localização de Zn nas artérias do grupo 
SHR quando comparadas ao grupo WKY. Foi observada uma maior intensidade de 












Figura 41 – Imagens absorção (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas 
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de coronária típica do grupo 
SHR, adquiridos em uma região de 63,6 µm x 42 µm. 
 
Os mapas de absorção, contraste de fase e de intensidade corrigida dos 
elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma coronária típica de um rato do grupo 
SHR+L estão apresentados na Figura 42. 
Nas imagens de absorção e de contraste de fase nota-se uma alteração na 
estrutura da coronária dos ratos hipertensos tratados com a losartana potássica 
(SHR+L). As coronárias dos ratos desse grupo possuem uma túnica média mais 
compacta comparada aos ratos do grupo WKY. Além disso, a túnica adventícia, que era 





quase imperceptível nos grupos anteriores, está bem presente nesse grupo, tendo uma 
espessura semelhante à túnica média. 
A distribuição de Cu e Zn nas coronárias dos ratos do grupo SHR+L foi 
semelhante às dos ratos do grupo WKY, com uma distribuição regular por toda a artéria.  
O elementos Na e o Mg também apresentaram distribuições semelhantes às do 
grupo WKY, esses elementos estão presentes por toda a amostra, contudo, os núcleos 
das células endoteliais e células das fibras musculares apresentam as maiores 
intensidades desses elementos. O oxigênio está presente, em uma quantidade um pouco 
maior, nas extremidades das coronárias e nas fibras elásticas que separam a camada 
média da camada adventícia.  
Os mapas de Fe das coronárias tratadas com losartana apresentaram pontos de 
alta intensidade desse elemento, assim como nas aortas do grupo SHR. Essa alta 
intensidade de Fe podem indicar lesões ateroscleróticas. (LEE et al., 1998; MAKJANIC 
et al., 1999). O Fe esta presente por toda a artéria, contudo, esses pontos na camada 
íntima são tão intensos que se torna imperceptível na imagem.  







Figura 42 – Imagens absorção (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas 
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de coronária típica do grupo 
SHR+L, adquiridos em uma região de 72 µm x 72 µm. 
 
Os mapas de absorção, contraste de fase e de intensidade corrigida dos 
elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma coronária típica de um rato do grupo 
SHR+O estão apresentados na Figura 43. 
Assim como no grupo SHR+L, coronária dos ratos hipertensos tratados com 
olmesartana revelaram uma alteração estrutural em suas camadas, possuindo a túnica 
adventícia mais desenvolvida (Figura 43 – Abs e PhC). 
   
 







Figura 43 – Imagens absorção (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas 
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de coronária típica do grupo 
SHR+O, adquiridos em uma região de 66 µm x 66 µm. 
 
A distribuição dos elementos estudados nesse grupo apresentam basicamente as 
mesmas características do grupo SHR+L. No entanto, pode-se destacar uma intensidade 
maior de O e Cu na túnica intima do grupo SHR+O. Por outro lado, pontos de alta 
intensidade de Fe foram encontrados na túnica adventícia das coronárias desse grupo. 
Observando o mapa de Mg é possível notar uma aumento no tamanho das 
células musculares lisas. É reconhecido na literatura que a angiotensina II tem uma 
função importante para o crescimento das células musculares lisas vasculares. 





(GIBBONS, et al., 1992) Sendo assim, mais estudos precisam ser realizados para 
esclarecer por que o uso da olmesartana afeta o tamanho das células das fibras 




 Análise estatística das intensidades elementares para coronária 4.3.3.
Nesta sessão serão apresentados os resultados das médias das intensidades 
elementares corrigidas obtidas das coronárias para os grupos WKY, SHR, SHR+L e 
SHR+O. Todos os valores foram dados em média com barras de erro padrão. 
Em relação ao oxigênio total presente na coronária dos animais estudados, pôde-
se verificar um aumento significativo (p<0,001) de aproximadamente 50% no grupo 
SHR e de 64% no grupo SHR+L em comparação aos animais normotensos. Em 
contrapartida, o grupo SHR+O apresentou os mesmos níveis de oxigênio apresentados 





























Figura 44 – Média de intensidade de Oxigênio na coronária dos ratos para os grupos 
WKY, SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY.  
O símbolo (b) diferença em relação ao grupo SHR; o símbolo (c) diferença em relação 
ao grupo SHR+L e; o símbolo *** significa diferença significativa (P<0,001) 
 
O gráfico da Figura 45 mostra os valores de Na para todos os grupos analisados 
nesse trabalho. Houve uma diminuição de 80% na quantidade total de Na na coronária 
dos ratos hipertensos em comparação aos ratos do grupo WKY. Sendo o Na um 
elemento que está diretamente relacionado à contração dos cardiomiócitos e na função 





de condução das artérias, a deficiência de Na nas artérias é um grave problema para o 
correto funcionamento do sistema cardíaco. Entretanto, os dois medicamentos utilizados 
foram capazes de evitar a perda excessiva desse elemento nas coronárias dos ratos 





























Figura 45 –  Média de intensidade de sódio na coronária dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY. O 
símbolo (b) diferença em relação ao grupo SHR; o símbolo ** significa diferença 
significativa (p < 0,01) e; o símbolo *** significa diferença significativa (p < 0,001) 
 
Ocorreu um aumento significativo de Mg nas coronárias dos ratos hipertensos 
em comparação aos ratos normotensos (Figura 46). Foi constatada uma variação de 
mais 47% (p<0,01) em relação à quantidade de Mg no grupo SHR em relação ao grupo 
WKY. Nenhuma diferença significativa foi encontrada nos grupos SHR+L e SHR+O 
em relação ao grupo normotenso. 
 
   
































Figura 46 – Média de intensidade de Magnésio na coronária dos ratos para os grupos 
WKY, SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY. O 
símbolo (b) diferença em relação ao grupo SHR e; o símbolo ** significa diferença 
significativa (p < 0,01) 
 
Comparando o Fe presente na coronária dos ratos do grupo SHR com os ratos do 
grupo WKY verificou-se uma diminuição significativa (p < 0,05) de aproximadamente 
27% no grupo de animais hipertensos. A quantidade de Fe nas amostras do grupo 
tratado com losartana potássica (SHR+L) diferiu do grupo hipertenso, demonstrando 
uma presença de Fe compatível com os valores esperados para coronárias de ratos ditos 
normais. 
Para o grupo SHR+O os valores obtidos de Fe se assemelham aos valores para 
coronárias de ratos hipertensos, não havendo diferença significativa entre esse grupo e o 
grupo SHR. Corroborando esse fato, foi constatada uma diferença significativa desse 
elemento no grupo SHR+O em relação aos grupos WKY e SHR+L. 
 





























Figura 47 – Média de intensidade de Ferro na coronária dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY. O 
símbolo (b) diferença em relação ao grupo SHR; o símbolo (c) diferença em relação ao 
grupo SHR+L; o símbolo * significa diferença significativa (p < 0,05) e; o símbolo *** 
significa diferença significativa (p < 0,001) 
 
Na Figura 48 estão apresentados os valores referentes ao elemento Cu 
encontrados para todos os grupos estudados.  
Foi identificada uma diminuição significativa (p<0,01) de Cu no grupo SHR em 
comparação ao grupo WKY. Essa diminuição foi de aproximadamente 30%. A 
quantidade de Cu encontrada nas coronárias dos ratos tratados com losartana divergiu 
estatisticamente tanto do grupo WKY quanto do grupo SHR. Isto é, a intensidade de Cu 
nesse grupo foi maior do que as encontradas nos grupos nesses dois grupos. 
Apesar do aumento de Cu no grupo SHR+O, esse aumento não foi considerado 
estatisticamente significativo de acordo com o teste estatístico utilizado. Desta forma, a 
quantidade desse elemento nesse grupo foi significativamente maior que no grupo SHR.  
 

































Figura 48 – Média de intensidade de Cobre na coronária dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (a) diferença em relação ao grupo WKY; o símbolo 
(b) diferença em relação ao grupo SHR; o símbolo * significa diferença significativa (p 
< 0,05); o símbolo ** significa diferença significativa (p < 0,01) e; o símbolo *** 
significa diferença significativa (p < 0,001) 
 
 
Por fim, na Figura 49 encontram-se os valores referentes ao elemento Zn nos 
grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O.  
A quantidade de Zn presente nas coronárias do grupo SHR foi 42% menor do 
que a quantidade desse elemento no grupo WKY. Já no grupo SHR+L, os níveis de Zn 
foram equivalentes ao grupo WKY. Em consequência disto, houve uma diferença 
significativa entre o grupo SHR+L e o grupo SHR devido ao uso da losartana. O mesmo 
ocorreu com os animais do grupo SHR+O, que também apresentou níveis de Zn 
similares ao do grupo WKY.  
 




























Figura 49 – Média de intensidade de Zinco na coronária dos ratos para os grupos WKY, 
SHR, SHR+L e SHR+O. O símbolo (b)** significa diferença significativa (P<0,01) em 
relação ao grupo SHR. 
 
A Figura 50 apresenta os resultados das razões Zn/Cu, Cu/Fe e Mg/Na para as 
coronárias de todos os grupos estudados. Como foi dito anteriormente, essas relações 
são reconhecidas por indicar danos causados pela hipertensão (Zn/Cu, Cu/Fe) ou indicar 
calcificação em tecidos (Mg/Na).  
As relações Zn/Cu e Cu/Fe foram menores para o grupo SHR quando 
comparado com o grupo WKY. Estas diminuições causadas pela hipertensão foram 
previamente descritas na literatura (CANATAN et al., 2004; FENZL et al., 2013). A 
losartana foi capaz de normalizar a proporção Zn/Cu, enquanto as artérias coronárias 
dos ratos tratados com olmesartana apresentaram razões de Zn/Cu e Cu/Fe semelhantes 
às encontradas para o grupo WKY. 
O desequilíbrio entre Mg e Na nas coronárias causado pela hipertensão foi 
evidenciado pela comparação entre a razão Mg/Na nos grupos SHR e WKY. O aumento 
dessa razão pode indicar o acumulo de cálcio nessas artérias. (PASCOLO et al., 2014) 
A relação Mg/Na para coronária dos ratos tratados com losartana foi semelhante à taxa 
encontrada para os ratos saudáveis. Em contrapartida, a razão Mg/Na para o grupo 
SHR+O foi significativamente menor do que em todos os outros grupos estudados. 
 







Figura 50 – Razões Zn/Cu, Cu/Fe e Mg/Na para as coronárias dos grupos WKY, SHR, 
SHR+L, SHR+O. O símbolo (a) significa diferença em relação ao grupo WKY; o 
símbolo (b) significa diferença em relação ao grupo SHR; em relação ao grupo SHR; o 
símbolo (c) significa diferença em relação ao grupo SHR+L; o símbolo * significa 
diferença significativa (p < 0,05); o símbolo ** significa diferença significativa (p < 
0,01); o símbolo *** significa diferença significativa (p < 0,001). 
 
 
 Coeficiente de atenuação 4.3.1.
Assim como para as aortas, os coeficientes de atenuação linear µ (cm-1) foram 
calculados pixel por pixel para todas as amostras de coronárias usando a equação (8) 
descrita no item 2.12. 
As densidades utilizadas para o calculo do coeficiente de atenuação de massa 
das artérias coronárias foram as mesmas utilizadas para as aortas. Foram eles: 1,059 ± 
0,006 g/cm3; 1,059 ± 0,005 g/cm3; 1,072 ± 0,008 g/cm3; e 1,065 ± 0,004 g/cm3 para os 
grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O, respectivamente. Não houve diferença 
significativa entre as densidades dos tecidos. 
O coeficiente de atenuação de massa foi calculado dividindo os valores dos 
coeficientes de atenuação linear encontrado para as coronárias pela densidade calculada 
para o tecido cardíaco de cada grupo (μ ρ⁄ ).  
A Tabela 6 apresenta os valores médios ± erro padrão para µ (cm-1) e µ (cm2/g) 
para as artérias coronárias dos grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O. Além dos valores 
calculados para os tecidos, a tabela 6 apresenta os coeficientes de atenuação de massa 
tabelados para tecido mole (soft tissue - ICRU44) e também uma combinação de tecido 
com parafina. Os dados de referência foram obtidos com o programa Xmudat.  Tendo 





em vista que as aortas foram emblocadas em paraplast plus, o coeficiente de atenuação 
calculado para os tecidos foi alterado. 
 
Tabela 6 – Média ± erro padrão do coeficiente de atenuação linear (µ) e coeficiente de 
atenuação de massa (µρ) das artérias coronárias para os grupos WKY, SHR, SHR+L e 
SHR+O. 
 µ (cm
-1) µρ (cm²/g) 
Tecido mole 1348 1272 
Tecido mole + 
Parafina  
928 937 
WKY 875 ± 12,54* 826 ± 17,24* 
SHR 961 ± 24,21 908 ± 27,00 
SHR+L 848 ± 23,30* 788 ± 25,30* 
SHR+O 897 ± 14,31 842 ± 15,71 
* Diferença significativa para o grupo SHR (p<0.05) 
 
Os resultados mostraram uma diferença significativa entre os valores de 
coeficiente de atenuação linear e de massa quando comparados os grupos normotensos e 
hipertensos. Isso demonstra uma mudança na forma que o tecido atenua a radiação, 
mudança essa causada exclusivamente pela hipertensão. Desta forma, se tornou possível 
a caracterização de tecidos saudáveis com tecidos expostos a enfermidades utilizando 
coeficientes de atenuação.   
Foi possível verificar também a equivalência nos valores de coeficiente de 
atenuação entre o tecido sadio e o tecido de ratos hipertensos tratados com losartana. 
Por outro lado, os coeficientes de atenuação linear e de massa das artérias coronárias de 
ratos tratados com olmesartana não apresentaram diferença significativa para nenhum 
dos outros grupos. Sendo assim, somente com a avaliação deste parâmetro, não se pode 









A hipertensão arterial é umas das doenças mais comuns que acomete toda a 
população mundial, tanto crianças quanto adultos. Cerca de um a cada quatro homens e 
uma a cada cinco mulheres adultas tinham problemas com pressão alta em 2015. 
Contudo, conforme foi descrito neste trabalho, somente a diminuição da pressão arterial 
não é suficiente para reverter ou ate mesmo eliminar riscos cardiovasculares causados 
pela hipertensão. Tendo em vista o grande impacto dessa patologia sobre a sociedade e 
a necessidade de tratamento medicamentoso durante toda, ou grande parte, da vida, 
grandes esforços vêm sendo feitos com o objetivo de encontrar melhores alternativas 
terapêuticas que não apenas diminuíam a pressão arterial, mas também previna 
desfechos cardiovasculares. 
É reconhecido na literatura o efeito protetivo dos bloqueadores dos receptores da 
Angiotensina II para prevenção da remodelação de artérias, contudo, a comparação 
entre dois diferentes representantes dessa classe não havia sido desenvolvida.  
O experimento realizado na TwinMic permitiu a análise de importantes 
elementos relacionados à hipertensão arterial nas artérias aorta e coronária de ratos. A 
resolução espacial submicrométrica da LEXRF permitiu a identificação de alterações 
estruturais e químicas na artéria devido à hipertensão e ao uso de medicamentos anti-
hipertensivos. Ficaram demonstradas então, a aplicabilidade e as vantagens de se usar 
essa técnica para a análise das artérias de ratos hipertensos e normotensos.  
Os resultados revelaram que os BRAs losartana e olmesartana atuam de 
diferentes formas para a correção da artéria, apesar de pertencerem à mesma classe de 
anti-hipertensivos. Ambos os agentes anti-hipertensivos demonstram ter um efeito 
protetor para a artéria. Entretanto, de acordo com os parâmetros químicos e estruturais 
analisados neste estudo, a losartana demonstrou ser mais eficiente para prevenir as 
alterações causadas pela hipertensão tanto na artéria aorta quanto na artéria na 
coronária. 
Ficou demonstrada também neste estudo uma notória deficiência de Cu e Fe 
mesmo após o tratamento com os BRAs. O Cu auxilia na absorção de Fe no organismo, 
por essa razão, uma suplementação com Cu poderia auxiliar na prevenção de danos 






A avaliação do efeito protetivo do anti-hipertensivo utilizado no combate à 
hipertensão pode abrir um novo parâmetro para a escolha do medicamento utilizado. 
Como foi verificado neste estudo, apesar da losartana ter menos eficiência na 
diminuição da pressão arterial, seu efeito protetivo sob as artérias foi maior quando 
comparado à olmesartana. Sendo assim, o presente trabalho é inédito, e de extrema 
importância para o desenvolvimento de estratégias que considerem a tanto a diminuição 
da pressão arterial em si quanto à minimização de desfechos cardiovasculares como 
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